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Trotz der intensiven, risikoadaptierten Induktions- und Postremissionstherapie erleiden 25 - 
30 % der Kinder mit akuter lymphoblastischer Leukämie (ALL) ein Rezidiv. Die adäquate 
Behandlung dieser Patientengruppe, die bereits eine intensive Therapie erhalten hat und die 
die vierthäufigste Entität pädiatrischer Neoplasien darstellt, stellt somit eine besondere Her-
ausforderung in der pädiatrischen Onkologie dar. Zu den wichtigsten Zielen der Therapieop-
timierungsstudien ALL-REZ BFM (Berlin-Frankfurt-Münster), neben der vorrangigen Imp-
lementierung und Evaluation risikoadaptierter Behandlungsstrategien, gehört die Ermittlung 
bisher unbekannter Faktoren, aufgrund welcher es zum Rezidiv kommt und die zur Risiko-
stratifizierung herangezogen werden können.  
Bereits 1988 hat eine Arbeitsgruppe mit der wertvollen Unterstützung von Prof. Dr. Dr. h.c. 
G. Henze (Charité) unter meiner Leitung mit dem Aufbau des molekulargenetischen Labors 
der Klinik für Pädiatie mit Schwerpunkt Onkologie/Hämatologie begonnen. Begleitend zu 
den klinischen Erkenntnissen haben wir genetische Veränderungen in und molekulare Cha-
rakteristika von Leukämiezellen zum Zeitpunkt des ALL-Rezidivs sowie den Einfluss von 
wirtseigenen Faktoren untersucht. In der vorliegenden Arbeit werden die Erkenntnisse der in 
dieser Zeit von uns initiierten Vorhaben in sechs Projekte zusammengefasst. Unser Labor 
stellt heutzutage das Referenzlabor für ALL-Rezidiv dar. Die Identifizierung spezifischer, 
prognostisch-relevanter, genetischer Merkmale in den Leukämiezellen von Kindern mit ALL-
Rezidiv ist ein wesentlichliches Ergebnis unserer Analysen. Die Kinetik der Leukämiezellre-
duktion und damit die Reaktion auf die Therapie sowie die Prognose läßt sich durch die Ver-
wendung dieser Marker zuverlässiger bewerten. Die genetische Typisierung und das moleku-
lare Ansprechen auf die Therapie ergänzen heute die klinischen Determinanten zur Risiko-
stratifizierung der Kinder mit ALL-Rezidiv der derzeitigen Therapieoptimierungsstudie ALL-
REZ BFM 2003 (Leitung Prof. Dr. G. Henze).  
Die Beteiligung unserer Arbeitsgruppe am Nationalen Genomforschungsnetz seit zwei Jahren 
eröffnet die Möglichkeit über die einzelnen genetischen Veränderungen hinaus genomweite 
Expressionsprofile und DNA-Modifikationen zu analysieren. Sie erlauben einen umfassende-
ren Einblick in die molekularen Veränderungen in den Leukämiezellen sowie in den Mecha-
nismen der Leukämogenese. Neben prognostischen könnten diese Erkenntnisse auch Implika-




Während der letzten drei Jahrzehnte wurden signifikante Verbesserungen der Langzeithei-
lungschancen von Kindern mit akuter lymphoblastischer Leukämie (ALL) durch Behand-
lungsprotokolle erreicht, die dem Rezidivrisiko angepasst waren. Begleitet wurden diese the-
rapeutischen Erfolge von einem beachtlichen Erkenntnisgewinn über die molekularen Fakto-
ren, die die normale hämatopoetische Differenzierung, Proliferation, Zellzykluskontrolle, 
DNA-Reparatur und Apoptose steuern und die bei Leukämien verändert sind. Neben deren 
Bedeutung für die Pathogenese, Klassifikation und Prognose der ALL stellen diese Verände-
rungen potentielle therapeutische Ziele dar, die bei einzelnen ALL-Subgruppen bereits zur 
Erprobung spezifischer Substanzen oder Strategien geführt haben.  
2.1 AKUTE LYMPHOBLASTISCHE LEUKÄMIEN (ALL) IM KINDESALTER 
2.1.1 Klinische Studien zur Behandlung von Kindern mit ALL 
2.1.1.1 ALL-Ersterkrankungen 
Im Kindesalter stellt die akute lymphoblastische Leukämie die häufigste maligne Erkankung 
(30 %) dar. Jährlich erkranken ungefähr 550 Kinder bis zum vollendeten 14. Lebensjahr in 
der Bundesrepublik Deutschland an einer ALL (http://www.kinderkrebsregister.de/). In einer 
aktuellen Zusammenstellung wurden die Langzeittherapieergebnisse von 12 ALL-
Studiengruppen der Industrienationen in der Fachzeitschrift Leukemia publiziert [AIEOP (Ita-
lien),1 BFM (Deutschland),2 CCG (USA),3 CoALL (Deutschland),4DCLSG (Niederlande),5 
DFCI (USA),6 CLCG-EORTC (Frankreich),7 NOPHO (Dänemark, Finnland, Island, Norwe-
gen, Schweden),8 POG (USA),9 St. Jude (USA),10 Tokio-CCSG (Japan),11 UKALL (Groß-
Britannien) 12. Bei diesen retrospektiven Auswertungen auf Grundlage der NCI/Rom-
Kriterien wurde das initiale Ansprechen auf die Therapie (Reduktion der Leukämiezelllast) 
zur Beurteilung des Therapieerfolgs nicht einbezogen.  
In Abhängigkeit von der Zusammensetzung, der Dosisintensität und der zeitlichen Abfolge 
der Medikamente, dem Zeitpunkt der Behandlungsintensivierung sowie der Dauer der Thera-
pie differieren die Überlebenschancen der Kinder mit ALL. Die besten der von den Studien-
gruppen jeweils erzielten langzeitereignisfreien Überlebensraten waren nach 5 Jahren in nicht 
selektierten Patientenkollektiven zwischen 63 bis 83 %, nach 8 Jahren (soweit angegeben) 
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zwischen 6012 bis 76 %. 2 Die Wahrscheinlichkeiten des Langzeitüberlebens nach 8 Jahren 
(soweit angegeben) betragen zwischen 77 bis 84 %. 
Risikoabschätzung und Therapiestratifizierung bei ALL-Ersterkrankung 
Eine kontinuierliche Forderung an die Behandlung von Kindern mit ALL ist die Wahl der 
optimalen individuellen Therapiemöglichkeit. In der Vergangenheit zeichneten sich die kon-
sekutiven Therapieregime durch eine ständige Intensivierung der systemischen Behandlung 
und der intrathekalen Therapie bei gleichzeitiger Reduktion der Bestrahlungsintensität aus. 
Derzeitig verwendete Kriterien zur Abschätzung des Rezidivrisikos erlauben eine zuverlässi-
gere frühzeitige Beurteilung des Therapieerfolgs und damit auch eine Reduktion der Thera-
pieintensität bei bestimmten Patientenentitäten.  
Die ALL-Behandlungsstrategien setzen sich aus einer intensiven Induktions-, Konsolidie-
rung- und Reinduktionstherapie sowie einer gemäßigten Erhaltungstherapie (Dauertherapie) 
zusammen. Eine hämatologische Remission wird bei über 95 % der Kinder durch die ALL-
Erstbehandlungsstudien in Deutschland (BFM, Berlin-Frankfurt-Münster; CoALL, Coopera-
tive ALL-Studie) erreicht. Die Erfassung prognostischer Faktoren zur Abschätzung des Rezi-
divrisikos bei ALL-Ersterkrankung, die bis vor 6 - 10 Jahren vorwiegend klinische und labor-
chemische Merkmale umfassten, ist angesichts des technischen und molekularbiologischen 
Fortschritts zunehmend umfangreicher und schwieriger geworden. Dennoch lassen sich Kin-
der mit ALL anhand klinisch-laborchemischer Eigenschaften zum Zeitpunkt der Diagnose 
bestimmten Risikogruppen zuteilen (s. Tabelle 1). Dieses Vorgehen zur Wahl der geeigneten 
Therapie ist gegenwärtig bei der Mehrheit der Kinder mit ALL zur risikoadaptierten Thera-
piestratifizierung noch zulässig. Es muss jedoch berücksichtigt werden, dass die hierdurch 
definierte Risikogruppe eine sehr heterogene Patientenentität mit unterschiedlicher Prognose 
umfasst. In der Tabelle 1 sind die Risikofaktoren zur Therapiestratifizierung von Kindern mit 
ALL-Ersterkrankung zusammengestellt. 
Neben klinischen, immunphänotypischen und zytogenetischen / molekularen Parametern hat 
sich gezeigt, dass die in vivo Reaktion auf Glukokortikoide während der zytoreduktiven Vor-
phase2,13 sowie der sensitive Nachweis der Leukämiezellzahlreduktion nach der Induktions-
therapie wichtige prognostische Faktoren mit hohem prädiktiven Wert darstellen.14-16 Seit 
kurzem wird der molekulargenetische Nachweis von leukämischen Restzellen (MRD, mini-
mal residual disease) anhand leukämiespezifischer Marker (Immungloblin (Ig)- oder T-
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Zellrezeptor (TZR)-Genrekombinationen) zur sensitiven Beurteilung des Ansprechens auf die 
Therapie als Kriterium zur Therapiestratifizierung von Kindern mit ALL herangezogen und 
dessen prognostische Bedeutung validiert (s. Projekt 2, Abschnitt 3.2).17 
Tabelle 1: Prognosefaktoren bei ALL-Ersterkrankung 
ALL-Risikogruppe Anteil[%]   Merkmale 
Standard (S) 65 Alter: 1-6 (-9) Jahre 
Leukozytenzahl: < 20 (< 50) x 10³ /µl 
Immunphänotyp: non-T ALL 
Keine ungünstigen molekularen Befunde (t(9;22); t(4;11)) 
Anprechen auf die Therapie: 
 Prednison good response (PGR) (Blasten < 10³ /µl an Tag 8) 
 Exzellente molekulare response (MRD negativ) 
Mittleres (M) 25 Alter: > 6 (> 10) Jahre 
Leukozytenzahlen: > 20 (> 50) x 10³ /µl 
Anprechen auf die Therapie: 
 Intermediäre molekulare response (non-S; non-H) 
Hoch (H) 10 Chromosomale Translokation: t(9;22); t(4;11) 
Hypodiploidie 
Anprechen auf die Therapie: 
 Prednison poor response (PPR) (Blasten > 10³ /µl an Tag 8) 
 Schlechte molekulare response (MRD ≥ 10-3) 
2.1.1.2 ALL-Rezidive 
Trotz der intensiven, risikoadaptierten Induktions- und Postremissionstherapie erleiden unge-
fähr 25 - 30 % der Kinder mit ALL ein Rezidiv (90 - 120 Kinder p.a. in der Bundesrepublik 
Deutschland). Durch die Verbesserung der Behandlungsprotokolle konnten die Heilungsraten 
von Kindern mit ALL-Ersterkrankung zwar zunehmend gesteigert werden, gleichzeitig ist 
diese Strategie jedoch möglicherweise für die Selektion eines Leukämiezellklons verantwort-
lich, der eine höhere Zytostatikaresistenz zum Zeitpunkt eines systemischen oder extramedul-
lären Rezidivs aufweist.  
Die Wahl der optimalen Therapie, d.h. eine dem Folgerezidivrisiko angemessene Behandlung, 
für Kinder mit ALL-Rezidiv benötigt eindeutige Kriterien für therapeutische Entscheidungen. 
Diese Notwendigkeit ergibt sich zwingend daraus, dass bei der Rezidivtherapie die Behand-
lungsintensität ohnehin höher ist, die Toleranz wegen der vorhergehenden Erstbehandlung 
gegenüber der Rezidivbehandlung eingeschränkt ist und weil nicht selten mit einer Heilung 
nur dann zu rechnen ist, wenn eine Stammzell-Transplantation durchgeführt wird. Stammzell-
Transplantationen, insbesondere von HLA-passenden, nicht verwandten oder haploidenti-
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schen Spendern sind mit einer noch höheren therapieassoziierten Mortalität und Morbidität 
behaftet als die konventionelle Chemotherapie. Folglich ist die Indikation zu einer solchen 
Maßnahme unter Berücksichtigung des Folgerezidivrisikos nach präzisen Kriterien sehr 
streng zu stellen.  
Risikoabschätzung und Therapiestratifizierung bei ALL-Rezidiv 
Bei einem Rezidiv einer ALL haben die konsekutiven Therapieoptimierungsprotokolle der 
BFM-Studiengruppe zur Behandlung von Kindern mit Rezidiv einer ALL, ALL-REZ BFM, 
ergeben, dass der Zeitpunkt (früh vs. spät) und der Ort des Rezidives (isoliert Knochenmark 
vs. Knochenmark kombiniert und isoliert extramedullär), sowie der ALL-Immunphänotyp (T 
vs. non-T) die wichtigsten prognostischen Faktoren sind.18-21 Aus der Kombination dieser drei 
prognostischen Merkmalen konnten vier Strategiegruppen (S1-S4) definiert werden (s. 
): S1 (Anteil der Patienten 5 %), S2 (60 %), S3 (12 %) und S4 (23 %).  Tabelle 1
Tabelle 2: Therapiegruppen der Rezidivstudie ALL-REZ BFM 96 
Immunphänotyp: non – T Immunphänotyp: (prä-) T 
Lokalisation 
Zeitpunkt 








sehr früh 3 S2 S4 S4 S2 S4 S4 
früh 2 S2 S2 S3 S2 S4 S4 
spät 1 S1 S2 S2 S1 S4 S4 
1   Rezidivdatum minus Datum nach Ende der vorherigen Therapie ≥ 6 Monate 
2  kein spätes und Rezidivdatum minus Datum der vorherigen Diagnose nach ≥ 18 Monaten 
3  kein spätes und Rezidivdatum minus Datum der vorherigen Diagnose nach < 18 Monaten 
Durch die intensivierte Blockchemotherapie kann bei den meisten Kindern mit ALL-Rezidiv 
eine zweite hämatologische Remission erreicht werden.21 Die Langzeitheilungschancen von 
Kindern mit ALL-Erstrezidiv, die entsprechend der Therapiestudien ALL-REZ der BFM-
Gruppe behandelt wurden, liegen jedoch nur bei 40 % (s. zusammenfassende Darstellung in 
Protokoll ALL-REZ BFM Pilot 200221). Das Ansprechen und die Wahrscheinlichkeit des 
ereignisfreien Überlebens von Kindern mit ALL-Rezidiv variiert nicht nur zwischen den ein-
zelnen nach bisherigen prognoserelevanten Parametern definierten Strategiegruppen S1 - S4 
sondern auch innerhalb der einzelnen Gruppen (v.a. in S2) teiweise signifikant.21,22 Die 5-




2.2 FRAGESTELLUNG UND EINORDNUNG DER EIGENEN PROJEKTE BEI ALL-REZIDIVEN 
Obwohl die klinischen Parameter zur ALL-Klassifikation und zur Risikogruppenstratifizie-
rung von Kindern mit ALL-Rezidiv sehr nützlich sind, existieren erhebliche Unterschiede im 
klinischen Verlauf sowohl zwischen Individuen der verschiedenen Risikogruppen als auch 
zwischen denen mit gleichen prognostischen Eigenschaften. So traten die meisten Rezidive 
bei Kindern auf, die bei der risikoadaptierten ALL-Erstbehandlung bisher dem Standard- oder 
mittleren Risikozweig zugeteilt waren. Ebenso erleidet aus unbekannten Gründen ein erhebli-
cher Anteil der Kinder mit ALL-Ersterkrankung ein Rezidiv, deren Blasten das Fusi-
onstranskript TEL-AML1 exprimieren,23-26 dessen Vorhandensein mit einer günstigen Progno-
se assoziiert zu sein schien.27-29 Auch beim ALL-Rezidiv vermochten die bisher angewandten, 
vorwiegend klinischen Determinanten keine individuelle Aussage zum Rezidivrisiko und zur 
zuverlässigen Risikostratifizierung zu geben. 
Zur exakteren Beschreibung und Klassifikation des ALL-Rezidiv haben wir in verschiedenen 
Projekten molekulare Charakteristika von und genetische Veränderungen in Leukämiezellen 
zum Zeitpunkt der Diagnose des ALL-Rezidivs analysiert, die eng mit der Pathogenese asso-
ziiert sind. Ziel dieser Untersuchungen war es, zusammen mit der Analyse des molekularen 
Ansprechens auf die Therapie, prognostische Parameter mit hohem prädiktiven Wert zu defi-
nieren. Das Vorhandensein solcher Faktoren erlaubt eine zuverlässigere Stratifizierung (The-
rapiewahl) und trägt zur Vermeidung unnötiger Toxizitäten bei, wodurch die Heilungsraten 
von Kindern mit ALL-Rezidiv verbessert werden. Diese molekularen Studien wurden beglei-
tend zu den Therapieoptimierungsprüfungen ALL-REZ BFM retrospektiv und prospektiv 
durchgeführt. In einem weiteren Vorhaben haben wir den Einfluss von wirtseigenen Faktoren, 
die mit der Leukämogenese und der Therapieresistenz assoziiert sind, auf die Therapie und 
Prognose von Kindern mit ALL-Rezidiv untersucht. Die Schwerpunkte und Ergebnisse unse-
rer Untersuchungen werden nachstehend in den Projekten 1 bis 6, Abschnitte 3.1 bis 3.6, zu-
sammengefasst.  
Projekt 1, Abschnitt 3.1: Fusionsgene bei ALL-Rezidiven im Kindesalter 
Leukämische Erkrankungen gehen mit einer aberranten Genexpression einher. Bei ALL im 
Kindesalter ist dies häufig die Konsequenz von molekularen Veränderungen in Transkripti-
onsfaktoren, Tyrosinkinasen und chromatinmodulierenden Faktoren. Die Folge ist eine ge-
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störte transkriptionelle Regulation und Expression von nachgeschalteten Genen sowie eine 
fehlerhafte zelluläre Lokalisierung der Proteinprodukte. Die durch die jeweilige genetische 
Veränderung verursachte Störung der Differenzierung, Proliferation und des Überlebens 
lymphatischer Leukämiezellen äußert sich ebenfalls in einer unterschiedlichen Prognose. Die 
Kenntnis dieser Aberrationen oder der von ihnen bewirkten Veränderungen könnte in Zukunft 
einen jeweils spezifischen therapeutischen Ansatz ermöglichen. Anlässlich dieser prognosti-
schen und potentiell therapeutischen Bedeutung genetischer Veränderungen in Leukämiezel-
len haben wir die Prävalenz von Fusionsgenen, die aus chromosomalen Translokationen re-
sultieren, in Leukämiezellen von Kindern mit ALL-Rezidiv über einen langen Zeitraum pro-
spektiv und retrospektiv bestimmt sowie ihren prognostischen Stellenwert ermittelt. Wir 
konnten zeigen, dass definierte chromosomale Translokationen in Leukämiezellen von Kin-
dern mit ALL-Erstrezidiv, die entsprechend der Therapiestudie ALL-REZ BFM behandelt 
wurden, mit signifikant unterschiedlichem Ansprechen auf die Therapie und ereignisfreiem 
Überleben assoziiert sind und zur Therapiestratifizieurng genutzt werden können.24,30-32 Die 
Prävalenz beim ALL-Erstrezidiv erlaubt darüber hinaus Rückschlüsse über die Wirksamkeit 
der Therapie bei ALL-Ersterkrankung.  
Projekt 2, Abschnitt 3.2 - MRD und Antigenrezeptorumlagerungen bei ALL-Rezidiven 
Die Wirksamkeit einer ALL-Behandlung ist von der Reaktion der Leukämiezellen auf die 
angewandte Therapie und der erzielten Langzeitheilungsrate abhängig. Patienten, die eine 
gute und schnelle Reduktion ihrer Leukämiezelllast aufweisen, haben eine entsprechend bes-
sere Prognose. Somit kommt dem Ansprechens auf die Therapie neben bestimmten geneti-
schen Parametern als prädiktiver Faktor eine besondere Bedeutung zu. Die klassische zyto-
morphologische Bewertung der Remission läßt wegen der geringen Sensitivität nur bei den 
Patienten eine zuverlässige prognostische Einschätzung zu, die keine hämatologische Remis-
sion erreichen (ca. 5 %). In der großen Gruppe der Kinder mit ALL-Rezidiv, die eine Remis-
sion erreichen (ca. 95 %), vermag sie nicht zwischen Patienten mit hohem Rezidivrisiko und 
solchen mit exzellenter Prognose zu diskriminieren.  
Im Projekt sind wir der Fragestellung nachgegangen, ob die Beurteilung der Remission wäh-
rend der Induktionstherapie durch sensitive und spezifische Methoden (PCR) zum quantitati-
ven Nachweis von geringen Mengen an residuellen Leukämiezellen (MRD, minimal residual 
disease) eine zuverlässigere prognostische Einschätzung bei Kindern mit ALL-Erstrezidiv 
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zuläßt und somit zur Stratifizierung und für Therapieentscheidungen herangezogen werden 
kann. 22 Als klonspezifische Marker von ALL-Zellen wurden klonale Rekombinationen von 
Immunglobulin- (Ig-) und T-Zellrezeptor- (TZR-) -genen verwendet. Zur Erleichterung der 
aufwendigen Untersuchungen und zur Einsparung von Probenmaterial haben wir neue scree-
ning Methoden zum Nachweis klonaler Genumlagerungen der TZR-γ und -δ-Ketten entwi-
ckelt. 33,34 Vergleichend mit diesen DNA-basierten Untersuchungen wurden MRD-Analysen 
mit leukämiespezifischer Fusions-cDNA durchgeführt. In dieser MRD-Analyse von Kindern 
mit ALL-Erstrezidiv konnten wir zeigen, dass dem Niveau an MRD zu bestimmten Zeitpunk-
ten der Therapie eine wichtige prognostische Bedeutung zukommt. 22 Eine prognostisch be-
deutsame Auftrennung der obengenannten Strategiegruppen, gemessen an dem biologischen 
Verhalten der Leukämiezellen gegenüber der Therapie, scheint hierdurch möglich zu sein. 
Entsprechend werden in der jetzigen Rezidivstudie ALL-REZ BFM 2003 genetische Verän-
derungen in den Leukämiezellen (s. Projekt 1) und MRD-Kriterien zur Therapiestratifizierung 
hinzugezogen und prospektiv evaluiert.21 
Projekt 3, Abschnitt 3.3 – DNA-Doppelstrangbruchreparatur 
Chromosomale Translokationen sind ein charakteristisches Merkmal von ALL und werden 
direkt mit deren Entstehung in Verbindung gebracht. Aufgrund der physiologisch auftreten-
den DNA-Doppelstrangbrüche während der V(D)J- (variable, diversity, joining) Rekombina-
tionen der Ig- und TZR-Gene im Laufe der Differenzierung tragen lymphatische Zellen ein 
besonderes Risiko für die Bildung von chromosomalen Translokationen. In den Zellen wird 
die Gefahr aberranter DNA-Verknüpfungen jedoch durch definierte Schutzmechanismen limi-
tiert. Die an diesen Schutzmechanismen beteiligten Proteine kennzeichnen andererseits gene-
tische Erkrankungen, die eine Störung der DNA-Reparatur, der Zellzykluskontrolle und eine 
höhere Suszeptibilität von lymphatischen Neoplasien aufweisen. Damit geht eine Immundefi-
zienz und Chromosomeninstabilität sowie eine besondere Empfindlichkeit gegenüber ionisie-
renden Strahlen einher. Zu diesen gehört das Nijmegen Breakage Syndrom (NBS), die Ataxia 
telangiektasia (ATM, AT mutated) und die AT-like disorder (ATLD).  
Gegenstand dieses Projekts ist die Mutationsanalyse in diesen Genen, speziell dem NBS1-
Gen, bei ALL von ansonsten klinisch unauffälligen Patienten. In allen positiven Fällen wurde 
der Frage des Vorliegens einer Keimbahnmutation und von Veränderungen des anderen Al-
lels nachgegangen. Die Antworten auf diese Fragen sind einmal von unmittelbar praktischer 
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Bedeutung für die Betreuung der Betroffenen und evtl. ihrer Familienangehörigen, zum ande-
ren dürften sie wesentlich für das Verständnis der Pathogenese bestimmter Neoplasien sein. 
Diese Fragen erlangen eine besondere Relevanz angesichts der von uns erstmalig gefundenen 
hohen Inzidenz von (neu entdeckten) Mutationen im NBS1-Gen in Proben von Kindern mit 
ALL-Rezidiv. Wegen der potentiell erhöhten Empfindlichkeit gegenüber Strahlen und ande-
rer DNA-schädigender Substanzen bestimmter NBS1-Genotypen sollte erwogen werden, the-
rapeutische Konzepte zu modifizieren.  
Projekt 4, Abschnitt 3.4 – Zellzyklus-, Zellzykluskontrolle bei ALL-Rezidiven  
Störungen des Zellzyklus werden zunehmend mit der Genese von Neoplasien in Verbindung 
gebracht. Interessant für die Pathogenese der ALL im Kindesalter ist dabei besonders die Un-
tersuchung eines bestimmten Abschnittes des Zellzyklus. Hier wird, gesteuert durch die Tu-
morsuppressorproteine p15INK4b, p16INK4a, p19ARF (INK, inhibitor of kinase; Proteine mit zell-
zyklushemmendem Effekt, zyklinabhängige Kinaseinhibitoren) und deren molekularem Bin-
dungspartner CDK4 (CDK, cyclin dependent kinase) eine negative Wachstumskontrolle auf 
den Zellzyklus ausgeübt. Dieser den Zellzyklus bremsende Mechanismus kann auf dreierlei 
Weise mit gleichen funktionellen Auswirkungen gestört sein: Die homozygote Deletionen der 
p15/p16-Gene (INK4b/a), die Methylierung des INK4a/b-Promotors und die Punktmutation in 
der p15/p16-bindenden Domäne von CDK4. Sie verursachen durch Wegfall der CDK-
Repression eine permanent hohe Konzentration des phosphorylierten Retinoblastomproteins 
(pRB) und somit eine verstärkte Zellproliferation. Mit molekularbiologischen Methoden wur-
den Leukämiezellen von Kindern mit ALL-Rezidiv in Bezug auf Deletionen von INK4a und 
INK4b, den Methylierungsstatus des INK4a/b-Promotors sowie auf Punktmutationen und an-
dere genetische Aberrationen in der CDKI-Bindungsdomäne von CDK4 analysiert. Damit 
wurden alle bisher bekannten Inaktivierungsmöglichkeiten dieses Teils des Zellzyklus erfasst 
und ihre Signifikanz für Therapie und Prognose von Kindern mit ALL-Rezidiv analysiert. 
Neben der hohen Prävalenz von Veränderungen in diesem Zellzyklusabschnitt und deren Kor-
relation mit T-Zellphänotyp und hohen Leukozytenzahlen beim ALL-Rezidiv fanden wir eine 




Projekt 5, Abschnitt 3.5 – Zytokine und Zytokinrezeptoren bei ALL 
Differenzierung und Proliferation der unbestimmten hämatopoetischen Vorläuferzellen wer-
den normalerweise durch die kontrollierte Expression von Transkriptionsfaktoren (s. Ab-
schnitt 2.3), durch die zellulären Interaktionen im Knochenmarkmilieu und durch die Signal-
vermittlung durch Zytokine gesteuert. 35Die Wachstumsfaktorproduktion und die aberrante 
Sensitivität gegenüber verschiedenen Zytokinen könnten andererseits die Proliferation und 
das Überleben der Leukämiezellen beeinflussen und zur massiven Expansion von Leukämie-
zellen beitragen. Für den Prozeß der Leukämieentwicklung sind die Zytokine auch aufgrund 
eines anderen Aspektes von Interesse. Sie stellen einen Einflußfaktor in der Organisation der 
immunologischen Tumorzellabwehr dar. Dieses kann sowohl die Generierung anti-Tumor-
reaktiver, mononukleärer Zellen als auch das Ausbleiben einer effektiven Immunantwort be-
inhalten. 
Besonders bei den ALL-Rezidiven im Kindesalter mit deutlich verminderten Response- und 
Überlebensraten trotz intensivierter Therapie fehlen Erkenntnisse, die die aggressivere Biolo-
gie der Erkrankung zu erklären vermögen. Als effektiver intra- und extrazelluläre Signalme-
chanismus ist zu postulieren, dass den durch Zytokine über ihren Rezeptor bewirkten Impul-
sen eine besondere Bedeutung in der Proliferation und dem Überleben von Leukämiezellen 
sowie der Abwehr von Leukämien zukommt. Durch systematische molekulargenetische, zell-
biologische und durchflußzytometrische Untersuchungen der Zytokin / Zytokinrezepto-
rexpression in/auf Leukämiezellen von Kindern mit ALL wurden in diesem Projekt Informa-
tionen darüber gewonnen, ob diese bzw. deren veränderte Expressionsmuster als Faktoren 
innerhalb des Prozesses der malignen Transformation lymphatischer Zellen in Frage kommen 
und/oder an der Entstehung immunologischer Regulationsstörungen im Rahmen der Leukä-
mieentwicklung beteiligt sind. Bei einigen Zytokinen und Zytokinrezeptoren konnten wir 
neue alternativ gespleißte mRNA-Varianten identifizieren und charakterisieren. Über die Ex-
pression solcher alternativ gespleißten Transkripte ist eine Regulation der Proteinexpression 
auf posttranskriptioneller Ebene möglich. Zusammenhänge mit der Differenzierung, unter-
schiedlichen Aktivierungszuständen der Zelle oder der Zellart werden vermutet, in vielen 
Fällen ist jedoch noch nicht geklärt, welche Bedeutung den von den splice-Varianten kodier-
ten Proteinisoformen in vivo zukommt.  
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Projekt 6, Abschnitt 3.6 – Hereditäre Polymorphismen von Zytostatika-metabolisierenden 
Enzymsystemen bei Kindern mit ALL-Rezidiv 
Genetisch-determinierte Varianten Fremdstoff-metabolisierender Enzymsysteme sind nicht 
nur prädisponierende Faktoren der Entstehung von Neoplasien, sondern sind wegen der unter-
schiedlichen Aktivitäten der kodierten Enzyme für die Toxizität und die Detoxifizierung von 
Zytostatika mitverantwortlich und beeinflussen somit deren Effektivität. Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNP, single nucleotide polymorphism) können die katalytische Aktivität 
dieser Enzymsystem und damit auch die Metabolisierung und Toxizität von Medikamenten 
eingreifend verändern.  
In diesem Forschungsprojekt haben wir hereditäre Polymorphismen von Zytostatika-
metabolisierenden Enzymen an einer großen Anzahl an KM-Proben von Kindern mit 1. ALL-
Rezidiv untersucht, die entsprechend den Therapiestudien ALL-REZ BFM behandelt wurden. 
Unsere Ergebnisse geben signifikante Hinweise, dass nicht nur die Leukämogenese sondern 
vor allem auch die Therapie und Prognose eines Kindes mit ALL-Rezidiv von hereditären 
Parametern der Zytostatika-metaboliserenden Enzymen abhängen könnten. Diese Erkenntnis-
se sind sowohl für Metabolisierungsenzyme der Phase I (CYP1A1) als auch der Phase II 
(GSTT1, GSTP1) signifikant. In Abhängigkeit der Allelkonstellation ist anzunehmen, dass 
diese Enzymsysteme die Wirksamkeit und Toxizität der Chemotherapie bei Kindern mit 
ALL-Rezidiv synergistisch beeinflussen: Eine gute Aktivierung und schlechte Deaktivierung 
kann bei besserer anti-neoplastischer Medikamentenwirkung auch deren Toxizität erhöhen. 
Andererseits wird die therapeutische Effektivität durch eine schlechte Aktivierung bzw. gute 
Deaktivierung bei geringerer Toxizität vermindert. Somit ist anzunehmen, dass die genetische 
Disposition einen nicht unwesentlichen Einfluss auf die Effektivität einer Therapie hat. 
Eine große Anzahl primärer genetischer Merkmale von pädiatrischen Neoplasien kann in eine 
von drei Kategorien eingeordnet werden: 1. Aktivierung von Protoonkogenen (durch Ge-
namplifikation oder –rekombination), 2. Verlust der Funktion von Tumorsuppressorgenen 
(TSG) (durch Deletionen oder Inaktivierung), 3. Bildung von neuen Fusionsproteinen (durch 
chromosomale Translokationen). Prinzipiell sind zwei molekulare Mechanismen der Genfusi-
on bei chromosomalen Translokationen möglich, die zur Veränderung der Genfunktion füh-
ren: 1. Die inadäquate Expression von Onkogenen durch das Zusammenkoppeln mit starken 
Enhancern/Promotoren (Fusion von Regulatorsequenzen eines Gens mit der gesamten kodie-
renden Sequenz des anderen) und 2. die Bildung von wirklichen Fusionsproteinen (Fusion 
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innerhalb der kodierenden Sequenzen beider Gene). Der Bruch und die Wiedervereinigung 
von DNA-Strängen führen zur Bildung eines chimären oder Fusionsproteins mit veränderter 
Funktion.  
Primäre und sekundäre genetische Veränderungen sind in den meisten Leukämiezellen bei 
ALL nachweisbar. Diese sind eng mit der Pathogenese und dem klinischen Verlauf ein-
schließlich des Ansprechens auf die Therapie und der Langzeitheilung assoziiert. In den 
nächsten Abschnitten werden bisherige Erkenntnisse über Faktoren, die die normale Differen-
zierung lymphatischer Zellen steuern und bei Leukämien verändert sind, und generelle 
pathogenetische Prinzipien von malignen Erkrankungen im Kindesalter, die potentielle Ziele 
einer spezifischen Therapie darstellen, zusammengefasst.  
                                                
2.3 HÄMATOPOESE UND GENETISCHE VERÄNDERUNGEN BEI ALL  
Somatisch erworbene genetische Aberrationen sind neben prädisponierenden Faktoren ur-
sächlich für die Pathogenese von Leukämien verantwortlich. Durch diese Veränderungen er-
werben Zellen verschiedene funktionelle Fähigkeiten, die mit einer erhöhten Proliferations-/ 
Wachstumsrate (Störung der Zellzykluskontrolle, der Zellteilung), einem Differenzierungs-
block und/oder einer Beeinträchtigung der Apoptose einhergehen.1 Im Laufe der Zeit kann es 
dabei zu einer Akkumulation einzelner somatischer Mutationen kommen, die wahrscheinlich 
für die Zunahme maligner Erkrankungen mit dem Alter verantwortlich sind. Alternativ kann 
der maligne Phänotyp von einem oder von wenigen ausschlaggebenden genetischen Ereignis-
sen herrühren, die multifunktionelle Auswirkungen haben, wie zum Beispiel Mutationen oder 
Genrekombinationen von Transkriptionsfaktor- (TF-) Genen, die sehr häufig bei Neoplasien 
im Kindesalter nachweisbar sind (Tabelle 3).36 
Besonders die Identifizierung der an rekurrenten chromosomalen Translokationen beteiligten 
Gene hat zur Aufklärung verschiedener Pathomechanismen der Leukämogenese und damit 
der normalen zellulären Differenzierung beigetragen. Es konnte gezeigt werden, dass die von 
den involvierten Genen kodierten Proteine Schlüsselrollen im normalen zell- und gewebs-
spezifischen Differenzierungsprogramm spielen. Im Falle von Neoplasien im Kindesalter sind 
 
1 In einem mehrstufigen Prozess der Tumorgenese erlangen Zellen bei praktisch allen malignen Erkrankungen 
die gleichen  Fähigkeiten. Diese umfassen die Autonomie von Wachstumssignalen, die Unempfindlichkeit ge-
genüber wachstumshemmenden Impulsen, die Beeinträchtigung der Apoptose, ein uneingeschränktes Replika-
tionspotential, die Angiogenese, die Invasion von Gewebe und Metastasierung. 
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an der Bildung von Fusionsproteinen sehr häufig Transkriptionsfaktoren beteiligt, die durch 
die Fusion eine eingreifende funktionelle Veränderung der Transkriptionskontrolle erfahren. 
36-38Prinzipielle Mechanismen funktioneller Genveränderungen in Leukämien und in soliden 
Tumoren im Kindesalter sind in Tabelle 3 zusammengefasst. 
Tabelle 3: Primäre, charakteristische genetische Aberrationen bei Neoplasien im Kindesalter 
Mechanismus Translokation/ 
Genlokalisation 
Beteiligte Gene Neoplasie 
Onkogen-Aktivierung    
 Überexpression des normalen Gens    






  DNA-Amplifikation 2p24 n-myc Neuroblastom 
 Bildung eines Fusionsgens     
  Transkriptionelle Repression t(12;21)(p13;q22) TEL-AML1 B-Vorläuferzell-ALL 
   t(1;19)(q23;p13) E2A-PBX1 prä-B-ALL 
 t(8;21)(q22;q22) AML1-ETO AML (FAB M2) 
 inv(16)(p13;q22) CBFß-MYH11 AML (FAB M4Eo) 
  Transkriptionelle Aktivierung t(15;17)(q22;q21) PML-RARα AML (FAB M3) 
 t(2;13)(q35;q14) PAX3-FKHR Rhabdomyosarkom, alveol. 
 t(1;13)(p36;q14) PAX7-FKHR Rhabdomyosarkom, alveol. 
  Transkriptionelle Dysregulation  t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1 Ewing-Sarkom/PNET 
 t(21;22)(q12;q24) EWS-ERG Ewing-Sarkom/PNET 
 t(7;22)(p12;q12) EWS-ETV1 Ewing-Sarkom/PNET 
 t(11;22)(q13;q12) EWS-WT1 Desmoblastom 
 t(12;22)(q13;q12) EWS-ATF1 Klarzellsarkom 
 t(X;18)(p11;q11) SYT-SSX1/2 Synovialsarkom 
 11q23 MLL-Fusionen ALL, AML 
  Veränderte Signaltransduktion t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL ALL, CML 
 t(5;12)(q34;p13) TEL-ABL ALL 
 t(9;12)(q33;p13) TEL-PDGFRß JMML 
  Veränderte Phosphorylierung t(2;5)(p23;q35)  NPM-ALK Anaplastisches großzell.  
Lymphom 
 Dominant negative Mutation 11q13 WT1 Nephroblastom 
 Ektope Expression 17q21 HER2 (ERBB2) Osteosarkom 
 2q35/1p36 PAX3/7 Rhabdomyosarkom, emb. 
 9q13 PAX5  Glioblastom 
 2q12 PAX8 Nephroblastom 
Verlust eines Tumorsuppressorgens 13q14 RB1 Retinoblastom 
 17p13 P53 Li-Fraumeni-Syndrom 
 11q13 WT1/2 Nephroblastom 
 17q11 NF1 Neurofibrosarkom 
 22q12 NF2 Meningiom 
 9q21 P19ARF Verschiedene Neoplasien 
 9q21 INK4A/B Verschiedene Neoplasien 
    
Die Bedeutung der Transkriptionsfaktoren für die geordnete hämatopoetische und lymphati-
sche Zelldifferenzierung wird im folgenden Abschnitt erläutert.  
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2.3.1 Differenzierung und Reifung lymphatischer Zellreihen  
Das hämatopoetische System regeneriert kontinuierlich alle Zellreihen des Blutes während 
des gesamten Lebens. Dieser andauernde Prozess schließt die Differenzierung der hämatopoe-
tischen Stammzelle (HSC; hematopoietic stem cell) in Progenitorzellen ein, die eine Bestim-
mung in eine der Zellreihen erfahren und sich in reife Zellen weiter entwickeln.39 Die Diffe-
renzierung und Reifung von B-, T-Lymphozyten und NK-Zellen (natürliche Killerzellen) aus 
HSC erfolgt in sich überlappenden zellulären Spezifizierungs- und Bestimmungsschritten. Sie 
verläuft über eine gemeinsame lymphatische Progenitorzelle, aus der die Vorläuferzellen 
(precursor) für die verschiedenen Zellreihen entstehen.  
Der Übergang von den pluripotenten HSC in die Progenitor- und daraufhin ausgereiften Zel-
len geht verallgemeinert mit der Herunterregulation von Stammzellgenen und der Aktivierung 
von zellreihenbeschränkten Genen einher. Diese werden in einem interaktiven Prozess durch 
multiple Transkriptionsfaktoren, Zytokinrezeptoren und Signaltransduktionsmolekülen streng 
reguliert.40-55 Nach heutiger Kenntnis wird die hämatopoetische Zelltypwahl und Differenzie-
rung durch die Wirkung von dominanten Hauptregulatoren (Haupttranskriptionsfaktoren) in 
Kooperation mit anderen, häufig zelltypbeschränkten, Faktoren reguliert (positive Regulati-
on). Die von ihnen simultan bewirkte Repression des Genprogramms der anderen Zellreihen 
unterdrückt deren Entwicklung (negative Regulation; Antagonismus).  
Während diese Haupttranskriptionsfaktoren somit die Determinierung eines bestimmten Zell-
phänotyps vermitteln, bewirken sie parallel, dass das Genprogramm der jeweils anderen Zell-
linie (Kreuzantagonismus) aktiv unterdrückt wird.53-55Diese Kreuzregulation der Schlüssel-
faktoren wird sowohl durch Protein-Protein-Interaktionen als auch auf dem transkriptionellen 
Niveau bewirkt. Zusätzlich wird über die alleinige An- oder Abwesenheit eines TF hinaus die 
Zelltypwahl und Differenzierung durch dessen Konzentration beeinflusst. Diese Effekte spie-
geln möglicherweise konzentrationsabhängige Regulierungen der Zielgene und/oder die Emp-
findlichkeit der Proteinkomplexe wieder, die für das transkriptionelle Programm kritisch sind. 
Die Expression dieser frühen zelltyp- und differenzierungsbestimmenden TF wird durch ne-
gative Rückkopplung und durch TF der terminalen Differenzierung wiederum unterdrückt. 
Das eingeleitete zelluläre Differenzierungsprogramm bewirkt somit eine sukzessive, unum-
kehrbare Einschränkung des Potentials der Zellen, in andere Zellreihen zu differenzieren, und 
eine zunehmende funktionelle Reifung. 
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Regulatorische Schlüsselmoleküle der Hämatopoese sind bezüglich ihrer Expression übli-
cherweise nicht zelltypspezifisch. Sie werden von unterschiedlichen Zelltypen ge-
teilt.39,41,53,54,56-58 Dies bedeutet, dass eine Kombination von Faktoren zur Bestimmung der 
Zellreihe benötigt wird. Weiterhin gehören viele regulatorische Schlüsselmoleküle zu Multi-
genfamilien. Deren Mitglieder weisen überlappende Expressionsmuster und zumindest eine 
geringe Fähigkeit auf, dasselbe Zielgen zu regulieren. Somit werden mitunter auch bei Weg-
fall eines bestimmten TF determinierte Zellen gefunden.39,53,54,56,57Zuletzt wird die Gesamt-
menge an verschiedenen hämatopoetischen Zelltypen durch zellreihenspezifische Proliferati-
ons- und Überlebenssignale bestimmt, die durch Zytokine und durch Zell-Zell-Interaktionen 
kontrolliert werden. Das terminale Differenzierungsprogramm jeder Blutzelle beinhaltet zell-
reihenspezifische Proliferationskontrollen, wodurch die produzierte Zellzahl von der Interak-
tion mit Zytokinen abhängt. Entsprechend kommt der Expression der Gene, die für zellrei-
henspezifische Zytokinrezeptoren kodieren, eine wichtige Bedeutung bei der differenzie-
rungsassoziierten Genexpression jedes Zelltyps zu. Diese Eigenschaften des hämatopoeti-
schen Enwicklungssystems zeigen, dass die hämatopoetischen Zelltypen nicht durch den do-
minanten Einfluss eines einzelnen TF sondern durch die selektive Aktivierung eines bestimm-
ten Satzes an Genen, deren Proteinprodukte gleichzeitig die Differenzierung in eine andere 
Zellreihe reprimieren, in einem großen regulatorischen Transkriptionsnetzwerk entstehen.  
Die Gene, die für die normale Hämatopoese notwendig sind, sind bei Leukämien häufig re-
kombiniert bzw. können in Mäusen bei falscher Expression oder funktioneller Störung eine 
Leukämie auslösen. Mehr als die Hälfte aller bisher identifizierten hämatopoetischen TF sind 
durch die Beteiligung ihrer Gene an chromosomalen Translokationen oder durch funktionelle 
Expressionsanalysen in der Maus entdeckt worden (s. Abbildung 2).  
2.3.2 B-Zellspezifizierung und –bestimmung 
Für die Entwicklung der hämatopoetischen Stammzellen aus dem Mesoderm werden den 
Transkriptionsfaktoren SCL, LMO2, GATA-2 und AML1 entscheidende Funktionen zuge-
schrieben. Die Aufrechterhaltung der HSC-Funktion wird hingegen durch die Faktoren TEL 
und MLL erfüllt (s. Abbildung 1). Die weitere Entwicklung und Zellreihenfestlegung lympha-
tischer und myeloischer Vorläuferzellen aus multipotenten HSC wird wesentlich von den 
Transkriptionsfaktoren GATA-2/3, PU.1, Ikaros und c-myb, von interzellulären Interaktionen 
(microenvironment) und Wachstumsfaktoren reguliert. 39,53,54 Aus der IL-7-Rezeptor-
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positiven (IL-7R+) lymphatischen Stammzelle entwickeln sich alle Lymphozyten (B-, T-, NK-
Zellen),59 während myeloische Zellarten aus der IL-7R- myeloischen Stammzelle hervorge-
hen.52 PU.1 reguliert die zytokinabhängige Proliferation und Differenzierung der myeloischen 
und lymphatischen Progenitorzellen durch Kontrolle der Expression der entsprechenden Zy-
tokinrezeptoren,50,60 wobei die Stärke der PU.1-Expression das lymphatische oder myeloische 
Schicksal früher Progenitorzellen bestimmt (in Abhängigkeit von der IL-7-Empfindlichkeit). 
49,61 
Mesoderm    hämatopoetische 






































Abbildung 1: Transkriptionsfaktoren und Regulierung der Hämatopoese 
Bei Veränderungen des Transkriptionsfaktors PAX5 hingegen bleibt die B-Zellentwicklung 
auf der etwas differenzierteren pro-B-Stufe stehen.58,62 PAX5 wird im Gegensatz zu E2A/EBF 
nicht für die B-Zellreihenspezifizierung benötigt. Eine Funktion von PAX5 ist, zusammen mit 
einer intakten IL-7R-Signalgebung, die Initiierung der Genrekombination der VH-Segmente 
der schweren Ig-Kette.58,62 PAX5-/--pro-B-Zellen behalten die Fähigkeit, in verschiedene 
myeloische, T- und NK-Zellen zu differenzieren.58,63-65 Neben diesen multipotenten Eigen-
schaften besitzen PAX5-/--pro-B-Zellen ein extensives in vivo Selbsterneuerungs- und Re-
konstitutionspotential.66 Folglich verhindert PAX5 die non-B-Zellentwicklung durch Repres-
sion von non-B-Zellreihengenen (MPO, M-CSF-R) und Aktivierung von B-zellspezifischen 
Genen (BLNK, CD19, Igα; VH-DHJH-Rekombination).55,58,62 PAX5 stellt damit den kritischen 
Bestimmungsfaktor dar, der die Entwicklungsoptionen von lymphatischen Progenitorzellen 
auf die B-Zelllinie einschränkt. Neben der bereits erwähnten IL-7-Signalgebung sind Überle-
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ben und Proliferation von pro-B-Zellen von der mitogenen WNT-Signalgebung abhängig.67-69 
TGF-ß ist hingegen ein potenter Wachtumsinhibitor von Lymphozyten.70,71 Es induziert die 
Expression des HLH-Transkriptionsfaktors Id3. Durch Störung der DNA-bindenden Aktivität 
des B-Zell-spezifischen Faktors E2A wird von Id3 die B-Zellentwicklung angehalten. 71 In 
der terminalen Differenzierung der Plasmazelle werden die Transkriptionsfaktoren Blimp1 
und XBP1 (X-binding protein 1) induziert.72-76 Diese löschen wiederum die Expression einer 
Vielzahl von lymphatischen TF einschließlich der genannten E2A, EBF, PAX5, PU.1 sowie 
von Sox4, Spi-B, Oct2, STAT6, Ikaros und Bcl-6 aus.72,75-77 Die bisher bekannte Funktion 
und Einordnung von TEL und AML1 in der hämatopoetischen Entwicklung sowie die Aus-
wirkung ihres funktionellen Ausfalls wird im Abschnitt 3.1 (Projekt 1) ausgeführt.  
2.3.3 T-Zellspezifizierung und -bestimmung 
Der Prozess der Zellreihenfestlegung von T-Zellvorläufern scheint komplexer zu sein und 
Äquivalente programmdefinierende Netzwerkregulatoren wie bei B-Zellen sind noch nicht 
bekannt.57,78-80 Durch den Verlust eines der kooperierenden Faktoren Notch1, c-myb, Ikaros, 
PU.1 oder GATA-3 wird die T-Zellreihenwahl einschneidend gestört.54,57,78,81-83 Bevor der 
Initiierung der Rekombination der V(D)J-Gensegmente der T-Zellrezeptoren (TZR-γδ oder -
αβ) exprimieren die Zellen kurzfristig IL-7Rα sowie Rag1/2-Komponenten.53,57 
Die Signalübertragung über Notch-Rezeptoren spielt eine entscheidende Schlüsselrolle so-
wohl in der T-Zellentwicklung als auch der T- versus B-Zellreihendeterminierung.54,57,82,83 
Eine wichtige Funktion von Notch in der T-Zellspezifizierung ist dabei die Suppression der 
B-Zell-Lymphopoese.84 Es stört selektiv die Aktivität von E2A, das zur B-Zellentwicklung 
benötigt wird.83,85 Bei Notch-Verlust (in knockout-Mäusen) ist die T-Zelldifferenzierung stark 
beeinträchtigt (nach dem CD4- CD8- Stadium).86,87 Die durch Notch-Verlust gestörte T-
Zellentwicklung geht mit einer ektopen Differenzierung in pro-B-Zellen im Thymus einher. 
Weiterhin sind LYL1, HOX11/L2 und TAL für die kontrollierte T-Zelldifferenzierung von 
Bedeutung (s. Abbildung 1). 
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2.4 TRANSLOKATIONSLEUKÄMIEN UND FUSIONSGENE 
2.4.1 Chromosomale Translokationen 
Ein bei der Aufklärung von chromosomalen Translokationsbruchpunkte bei Leukämien un-
erwartetes Ergebnis war, dass die Gene, die für die normale Hämatopoese essentiell sind, i-
dentisch mit denen sind, die in Leukämien verändert sind. Basierend auf den funktionellen 
Eigenschaften der an der Fusion beteiligter Gene lässt sich ein Netzwerk aufstellen, an dem 
nur eine beschränkte Anzahl an pathogenetisch bedeutsamen Genen beteiligt ist. Dies bedeu-
tet umgekehrt jedoch auch, dass die Anzahl der Signaltransduktionswege und Entwicklungs-
schritte, die in der Leukämogenese verändert sind, ebenfalls sehr limitiert ist. Zusätzlich sind 
nur wenige Gene, die zentrale Knotenpunkte in diesem Netzwerk bilden, an mehr als einer 
Translokation beteiligt. Bei akuten Leukämien sind dies vor allem TEL, AML1 und MLL, und 
in geringerem Maße BCR, ABL, PDGFRß, JAK2, CBP, AF10, MDS1-EVI1 und ZNF220 (s. 
).  Abbildung 1
Die aus diesen Translokationen resultierenden chimären Fusionsproteinen wirken in einigen 
Fällen dominant-negativ, blockieren die Wirkung ihres normalen Gegenstücks und entschei-
dender zellreihendeterminierender Faktoren.36,38 Zum Beispiel stören die Fusionsproteine 
TEL-AML1 [t(12;21)], AML1-ETO [t(8;21)] oder PML-RARα [t(15;17)] die normale häma-
topoetische Differenzierung. Die Wirkung der genannten Fusionsproteine als dominant-
negative Inhibitoren der Transkription wird durch Rekrutierung des nukleären Kopressor-
komplexes (NCoR, Sin3) und von Histondeacetylasen (HDAC) vermittelt (s. Abschnitt 2.4.3). 
88 Funktionell können die an Translokationen bei ALL beteiligten, wichtigen Steuerungsele-
mente in Transkriptionsfaktoren (TEL, AML1, E2A), Tyrosinkinasen (ABL, PDGFRß, 
JAK2) und Koaktivatoren oder Chromatinkontrolleure (ZNF220, CBP, MLL) grob eingeteilt 
werden (s. Abbildung 2). 
Wenige Mutationen sind für sich allein fähig, eine Leukämie auszulösen. Zum Beispiel hem-
men die Fusionsproteine TEL-AML1, E2A-PBX1, AML1-ETO, MLL-AF4 und PML-RARα 
zwar die hämatopoetische Entwicklung, vermögen jedoch meist nicht eigenständig eine Leu-
kämie auszulösen. Dies gilt ebenfalls für aktiviertes Ras-Protoonkogen, oder aktivierte Zyto-
kinrezeptoren (z.B. FLT3). Diese experimentellen und epidemiologischen Erkenntnisse lassen 
ein mehrstufiges Modell der Leukämogenese vermuten, in dem Leukämien durch das gemein-
same Wirken zweier Klassen von Mutationen entstehen. Die erste Mutationsklasse bewirkt 
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einen Proliferations- und/oder Überlebensvorteil der hämatopoetischen Vorläuferzellen, hat 
jedoch keinen Einfluss auf die Differenzierung. Beispiele dieser Klasse sind konstitutiv akti-
vierte Tyrosinkinasen oder nachgeschalteter Effektoren (Zytokine, Zytokinrezeptoren, RAS, 
Veränderungen der Zellzykluskontrollgene, BCR-ABL, TEL-PDGFRß). Die zweite Mutati-
onsklasse verhindert die hämatopoetische Differenzierung, wodurch eventuell ein Überle-
bensvorteil durch Störung der terminalen Differenzierung und der Apoptose entsteht. Beispie-
le sind z.B. Fusionsproteine (TEL-AML1, E2A-PBX1, AML1-ETO, PML-RARα) oder CBF-
Mutationen. Beide Mutationsklassen werden zur Ausprägung des Phänotyps bei akuten Leu-
kämien benötigt, der durch eine erhöhte Proliferation und verlängertes Überleben bei gleich-
zeitig gehinderter hämatopoetischer Differenzierung gekennzeichnet ist. Die Konsequenz 
dieser hypothetischen Überlegung ist, dass möglicherweise ein therapeutischer Synergismus 
zu erreichen wäre, wenn beide Mutationsklassen durch den Einsatz entsprechender Substan-







































Abbildung 2: Fusionsgennetz bei Leukämien mit TEL- und AML1-Beteiligung 
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2.4.2 Prognose  
Während klinische Parameter zur Einschätzung des Rezidivrisikos und zur Therapiestratifi-
zierung nützlich sind, fehlt ihnen jedoch der benötigte prädiktive Wert für den einzelnen Pati-
enten mit einer ALL. Die molekulare Charakterisierung spezifischer Veränderungen in den 
einzelnen Leukämiesubgruppen liefert wichtige Informationen, die möglicherweise zukünftig 
eine individuelle leukämiespezifische Therapie ermöglichen könnten.  
Ein Beispiel sind die Säuglingsleukämien, bei denen der Heilungserfolg am besten durch mo-
lekulargenetische Analysen (Vorhandensein/Abwesenheit der aus der chromosomalen Trans-
lokation t(4;11) resultierenden Genfusion MLL-AF4+) vorausgesagt werden kann.89 Die prog-
nostische Signifikanz der genetischen Analyse wird ebenfalls bei BCR-ABL Positivität (chro-
mosomale Translokation t(9;22)) deutlich. Beide molekulargenetischen Veränderungen haben 
einen entscheidenden Effekt auf die Zellproliferation und –reifung. Sie definieren ALL-
Subgruppen bei der Ersterkrankung und beim Erstrezidiv, die ein schlechtes Ansprechen auf 
die Chemotherapie zeigen und eine insgesamt schlechte Prognose haben (s. Projekt 1, Ab-
schnitt 3.1).31,90 Entsprechend sollte bedacht werden, ob die einheitliche Behandlung aller 
Säuglinge mit ALL nach einem Protokoll (Interfant) aufgrund der unterschiedlichen geneti-
schen Aberrationen in den Leukämiezellen gerechtfertigt ist. Bei diesen Leukämien ist es sehr 
wahrscheinlich, dass die Ineffektivität der Chemotherapie die biologischen Alterationen in 
der Leukämiezelle direkt widerspiegelt. Andererseits haben Patienten mit hyperdiploider (>50 
Chromosomen) oder TEL-AML1+ ALL (chromosomale Translokation t(12;21)) ein gutes An-
sprechen auf die Chemotherapie und eine bessere Prognose bei Ersterkrankung und beim Re-
zidiv (s. Projekt 1, Abschnitt 3.1).27-29,91,92 Die Heterogenität der Leukämien wird besonders 
eindrucksvoll durch die genomweiten Genexpressionsanalysen mittels der microarray-
Technologie deutlich.93-95 Einzelne Translokationsleukämien lassen sich anhand ihres Expres-
sionsmusters bereits erkennen. Der prognostische und therapeutische Nutzen dieser Technik 
muss noch evaluiert werden.  
2.4.3 Molekulare Ziele 
Zusätzlich zur Bedeutung des Nachweises von Fusionsgenen/-transkripten in der Voraussage 
des Therapieerfolgs ist davon auszugehen, dass die daraus resultierenden chimären Protein-
produkte, die mit ihnen interagierenden Proteine oder von ihnen bedingte Veränderungen 
zukünftig eine wichtige Rolle als spezifische Ziele in der Therapie molekular-definierter 
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ALL-Subgruppen spielen. Als Beispiele und Modell seien die Therapieansätze mit all-trans-
Retinsäure (ATRA)96-98 und Arsentrioxid99,100 bei PML-RARα+ APL (akute Promyelozyten-
Leukämie), in der ein Fusionsprotein gebildet wird, an dem der Retinsäurerezeptor-α beteiligt 
ist, und seit kurzem die klinische Erprobung von STI571 (Gleevec), einem cABL-
Tyrosinkinase-Inhibitor (mit Wirksamkeit gegen PDGF-R und c-kit), bei BCR-ABL+ Leukä-
mien genannt.101-103 Das Fusionsprotein PML-RARα wirkt als dominant-negativer Transkrip-
tionsinhibitor durch die aberrante Rekrutierung des nukleären Korepressorkomplexes (NCoR-
mSin3/SMRT) und von Histondeacetylasen (HDAC). Diese Rekrutierung bewirkt eine Dea-
cetylierung der Histone und Remodulierung der Chromatinstruktur (Kondensierung) mit re-
sultierender Transkriptionsinhibition. PML-RARα+ APL-Zellen reagieren dramatisch auf den 
differenzierenden Effekt von ATRA.104 Die Bindung von ATRA bewirkt die Freigabe von 
NCoR und die Wiederherstellung des normalen transkriptionellen Programms.2  
Der klinische Erfolg der Differenzierungstherapie hat die Suche nach weiteren chemischen 
Substanzen angeregt, die den NCoR-Komplex einschließlich der Histondeacetylasen zum Ziel 
haben und die Transkriptionsinhibition durch Histondeacetylasen oder durch DNA-
Methyltransferasen aufheben.105-107 Die aberrante Rekrutierung des NCoR-
/Histondeacetylase-Komplexes an Regulatoreinheiten eines Gens ist ein mittlerweile häufig 
beobachteter Mechanismus der Genabschaltung, der durch leukämiespezifische Fusionsprote-
ine vermittelt wird. Beispiele sind die Fusionsproteine PML-RARα (APL), AML1-ETO 
(AML) und TEL-AML1 (ALL; s. Abschnitt 2.4). Die anhaltende Interaktion von NCoR-
mSin3-HDAC durch Fusionsproteine oder mutierten Proteinen an den regulatorischen Zielen 
der normalen Transkriptionsfaktoren bewirkt eine konstitutive transkriptionelle Repression 
und unterstützt die Leukämogenese. Vor kurzem sind weitere Verbindungen zwischen malig-
nen Tumoren und HDAC beschrieben worden. Die Signalgebung durch mutiertes Ras oder 
durch die Ca2+/Calmudolin-abhängige Proteinkinase verändert die nukleäre oder zytoplasma-
tische Verteilung von gewissen HDAC-Proteinen, die Genexpressionsprofile und die Prolife-
ration.108  
                                                 
2 Die Zellproliferation und –differenzierung werden durch Veränderungen der Genexpression gesteuert und 
benötigen die koordinierten Effekte der Transkriptionsmachinerie und von chromatinremodulierenden Faktoren. 
Mutationen in chromatinmodifizierenden und –remodulierenden Proteinen können eine aberrante Regulation der 
Chromatinstruktur bewirken, die zur verkehrten Genexpression und zur Enstehung von malignen Tumoren führt. 
Zu den Faktoren, die die Übergänge der Chromatinstruktur steuern, gehören Histonacetylasen, HDAC und wei-
tere ATP-abhängige Enzyme.  
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Maligne Tumore weisen fast immer Veränderungen der DNA-Methylierung auf. Diese Alte-
ration stellt die häufigste Beziehung zwischen Neoplasie und Chromatin dar. Die methylie-
rungsassoziierte Genabschaltung wird durch HDAC vermittelt (Interaktion von DNA-Methyl-
transferasen, mSin3-HDAC und CpG-bindenden Proteinen).109 Eine Demethylierung methy-
lierter Promotoren ist verbunden mit der Re-Expression der entsprechenden Gene sowohl auf 
mRNA als auch auf Proteinebene, welches prinzipiell neue Therapiestrategien denkbar er-
scheinen lässt.  
2.4.4 Therapeutische Strategien 
Die gegenwärtigen Protokolle zur Behandlung von Kindern mit ALL basieren auf den seit 30 
Jahren empirisch gewonnenen Erfahrungen der Chemotherapie. Die zunehmende Fähigkeit 
genetische Veränderungen auf molekularer Ebene zu identifizieren, bietet einerseits die Mög-
lichkeit einen genetischen Abdruck und die Mechanismen des neoplastischen Geschehens zu 
erkennen92 andererseits die Chance eines gezielten therapeutischen Eingreifens.88,101,105,106-
,110,111 Es ist wahrscheinlich, dass in Zukunft eine Verbesserung der Heilungsraten von malig-
nen Erkrankungen durch die Verwendung von spezifischen Substanzen erreicht werden wird, 
die gegen spezifische molekulare Ziele gerichtet sind. Bekannte molekulare Ziele bei Leukä-
mien, bei denen derzeit bereits eine gezielte therapeutische Interventionsmöglichkeit besteht, 
sind, wie oben beschrieben, das BCR-ABL Fusionsprotein, weitere Rezeptor- und Nonrezep-
tor-Tyrosinkinasen sowie häufig der NCoR/HDAC-Komplex bei Translokationsleukämien (s. 
Projekt 1, Abschnitt 3.1.2.3).  
Es ist theoretisch möglich, die aberranten Promotormethylierungsmuster, welche außerdem 
mit einer Hypoacetylierung der Histonproteine und damit einer transkriptionell inaktiven 
Chromatinkonformation einhergehen, mittels Gabe von Substanzen aufzuheben, die entweder 
gegen die Methyltransferase (z.B. 5-Azacytidin oder neuere, experimentell wirksame inhibi-
torische Nukleinsäuren [DNAzyme oder RNAi]) bzw. gegen die Histondeacetylasen (z.B. 
Trichostatin A, Valproinsäure, synthetische Histondeacetylaseinhibitoren der neueren Gene-
ration) gerichtet sind.  
Ebenfalls könnte die Entwicklung von immunologischen Therapiekonzepten bei den Translo-
kationsleukämien Erfolg versprechend sein. Diese umfassen Immunstrategien mit bruch-




punktüberspannenden DNA-/ Peptidsequenzen zur Generierung von spezifischen Antileukä-
mie-T-Zellklonen112,113 oder Ansätze mit therapeutischen Nukleinsäuren (Antisense, DNA-
zyme, Ribozyme).114 
Die Aufklärung weiterer pathogenetischer Mechanismen/Veränderungen könnte durch die 
modernen genomischen Techniken wie die DNA-microarray Genexpressions- (Transkriptom) 
und Proteomik-Strategie (Proteom) zur Identifizierung von neuen therapeutischen Angriffs-
punkten und von prognostischen Indikatoren erleichtert werden. Falls sich diese neuen mole-
kular gesteuerten Therapieansätze als effektiv erweisen, muss jedoch damit gerechnet werden, 
dass sich andere Resistenzmechanismen gegen die eingesetzten Substanzen entwickeln wer-
den. Erfolgreiche Lösungen dieser Probleme können nur durch die Kooperation von Grundla-
genforschern und Klinikern sowie durch klinische Studien erreicht werden, die die Vorteile 
dieser neuen gezielten Therapie auswerten. 
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3 ZUSAMMENFASSUNG DER PUBLIZIERTEN FORSCHUNGSERGEBNISSE  
- WISSENSCHAFTLICHE PROJEKTE - 
3.1 PROJEKT 1: FUSIONSGENE BEI ALL-REZIDIVEN IM KINDESALTER 
3.1.1 Translokationsleukämien bei ALL-Rezidiven  
Seit Mitte der siebziger Jahre konnten die Langzeit-Heilungschancen von Kindern mit initia-
ler ALL durch risikoadaptierte Therapiestrategien mit kombinierter Radio-Polychemotherapie 
auf ca. 70 bis 75 % gesteigert werden. Diese Risikoadaptation basiert auf bestimmten prog-
nostischen Faktoren, die als Kriterien zur Stratifizierung der Kinder mit ALL in entsprechen-
de Behandlungszweige mit einer entweder reduzierten Toxizität der Chemotherapie (geringe-
res Risiko) oder mit einem intensiveren Therapieansatz (hohes Risiko) verwendet werden (s. 
Abschnitt 2.1.1.1).  
Die Tatsache, dass trotz dieser intensiven, risikoadaptierten Induktions- und Postremis-
sionstherapie ungefähr 20 - 30 % der Kinder mit ALL ein Rezidiv erleiden, macht es erforder-
lich, neben den bekannten klinischen nach weiteren biologischen Parametern zu suchen, um 
eine individuellere Therapie zu verwirklichen. Bis jetzt bekannte unabhängige klinische Prog-
nosefaktoren, die im Zusammenhang mit dem Erreichen einer 2. kompletten Remission 
(complete remission, CR) und der Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens stehen, 
sind Zeitpunkt des Rezidivs nach Erstdiagnosestellung, T-Zell-Immunphänotyp und Lokalisa-
tion des Rezidivs (ALL-REZ BFM 83 - 96).18,19 Wir konnten zeigen, dass neben diesen klini-
schen Parametern das Vorhandensein eines bestimmten biologischen Merkmals in den Leu-
kämiezellen beim ALL-Rezidiv, der Nachweis eines BCR-ABL Hybridgens (Translokation 
t(9;22)), 31,32 oder eines TEL-AML1 Fusionstranskripts (Translokation t(12;21))24-26,30 für die 
Prognose und damit der weiteren Therapieentscheidung und -gestaltung von entscheidender 
Bedeutung sein kann. 
In den folgenden Abbildungen (Abbildung 3 und Abbildung 4) sind die Prävalenzen bestimm-
ter Fusiongene bei ALL-Ersterkrankung und die von uns ermittelten bei ALL-Erstrezidiven 
(eigene Daten; Therapieoptimierungsprüfung ALL-REZ BFM) wiedergegeben.  
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Abbildung 4:  Prävalenz genetischer Veränderungen bei ALL-Erstrezidiv im Kindesalter  
(nicht veröffentlichte eigene Daten) 
Im Gegensatz zu publizierten Daten,27-29,115 die keine bzw. nur eine geringe Rezidivrate bei 
TEL-AML1 positiven ALL-Ersterkrankungen beobachteten, war die von uns bestimmte Inzi-
denz von TEL-AML1 Positivität im Rezidivfall gleich hoch wie bei Ersterkrankung.24 Den-
noch wird durch dieses genetische Merkmal in beiden Leukämie-Erkrankungsstadien eine 
 29
Projekt 1: Fusionsgene bei ALL-Rezidiven 
Patientengruppe identifiziert, die mit gegenwärtigen Therapiekontrollen gute Heilungschan-
cen haben. Diese Diskrepanz zwischen sehr guter Prognose bei Ersterkrankung und der hohen 
Inzidenz beim Rezidiv von TEL-AML1 positiven ALL sowie die Unterschiede im klinischen 
Verlauf dieser ALL-Entität waren der Anlass verschiedener Projekte. In den folgenden Ab-
schnitten sind die bisherigen Erkenntnisse über die Transkriptionsfaktoren TEL, AML1 und 
dem Fusionsprotein TEL-AML1 zusammengefasst.  
3.1.2 TEL-AML1 Fusion bei ALL 
Die Gene für die Transkriptionsfaktoren TEL und AML1 gehören zu den am häufigsten von 
chromosomalen Translokationen bei humanen Leukämien betroffenen Genorten. Bei Leukä-
mien der myeloischen und der lymphatischen Reihe finden sich die für TEL und AML1 kodie-
renden Gene mit einer Vielzahl von Partnergenen fusioniert.116,117 Ungefähr 20 - 25 % der 
akuten lymphoblastischen B-Vorläuferzell- (BVZ) Leukämien des Kindesalters tragen eine 
kryptische, zytogenetisch nicht nachweisbare, Translokation t(12;21), durch die das Fusions-
gen TEL(ETV6)-AML1(CBFA2) gebildet wird. Sowohl TEL als auch AML1 spielen als 
Transkriptionsfaktoren in der Hämatopoese eine essentielle Rolle.118-120 AML1 wird insbe-
sondere in der fetalen hepatischen Hämatopoese,119 TEL in der späteren Knochenmarkhäma-
topoese eine entscheidende Funktion zugeschrieben.118 
3.1.2.1 Transkriptionsfaktor TEL 
Das TEL-Gen gehört zur Familie der eukaryotischen ETS-Transkriptionsfaktoren und wird 
deshalb auch 'ETS- (E-twenty-six-specific) variant gene 6' (ETV6) genannt. Bei Mäusen führt 
die homozygote TEL-Deletion zu einem substantiellen Defekt im sich entwickelnden Gefäß-
system des Dottersacks und zur embryonalen Letalität (d10.5). Weiterhin findet keine defini-
tive Hämatopoese im Knochenmark statt, so dass angenommen werden kann, dass ein Defekt 
der Zellmigration oder Zelladhäsion von Stammzellen vorliegt. Die TEL-Überexpression in 
RAS-transformierten NIH3T3-Zellen führt zur Wachstumsinhibition und zur zellulären Ag-
gregation, d.h. zur Veränderung der zellulären Morphologie. 
Die Zielgene des ETS-Transkriptionsfaktors TEL (HLH/pointed- und ETS DNA-bindende 
Domäne) sind noch weitestgehend unbekannt. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass 
TEL ein Tumorsuppressor ist, der die transkriptionelle Expression verschiedener Gene unter-
drückt. TEL inhibiert die Transkriptionsaktivierung durch das Fli1-Onkoprotein,121 unter-
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drückt die Expression von Stromelysin-1 (Matrix-Metalloproteinase-3) und wirkt als se-
quenzspezifischer Repressor an EBS (ETS-binding-site) enthaltenden Promotoren. Matrix-
Metalloproteinasen werden zur Zellmigration, Organisation der extrazellulären Membran und 
der Tumorinvasion sowie der Metastasierung benötigt. Neuere Publikationen veranschauli-
chen die repressorische Wirkungsweise von TEL auf dessen Zielgene. Die Korepressoren 
mSin3a und NCoR binden an der pointed- und der zentralen Repressionsdomäne von TEL. 
An dieser zentralen Region bindet ebenfalls die Histondeacetylase-3 (HDAC3).122-125 Bei 
TEL-Expression sind die Histone an den TEL-Bindungsstellen wenig acetyliert. Der Histon-
deacetylase-Inhibitor Trichostatin verhindert die TEL-abhängige Repression von Stromelysin 
und kehrt den TEL-induzierten, zellulären Aggregationsphänotyp (in NIH3T3-Zellen) um. 
Somit benötigt TEL die Histondeacetylase-Aktivität zur Veränderung der zellulären Morpho-
logie. Die Rekrutierung von Histondeacetylasen an Promotoren führt zur Histondeacetylie-
rung, wodurch die Chromatin-Kondensation verstärkt und die Promotoren für den Transkrip-
tionskomplex weniger zugänglich sind.  
 
 mSin3A NCoR    
      
 PNT   DBD  
      
Dimerisierung  ETS DNA-Bindung  
    
TEL    
Abbildung 5:  Schematische Darstellung des TF TEL mit HLH/PNT-Dimerisierungs- und 
DNA-Bindungsdomänen sowie Korepressorinteraktionsregionen 
Einen ähnlichen Mechanismus der transkriptionellen Repression, wie bei TEL beschrieben, 
weist eine bekannte Tumorsuppressorgruppe auf. Das Retinoblastomprotein reguliert den 
Übergang der G1/S-Phase im Zellzyklus durch Bindung von HDAC-1 und E2F (s. Abschnitt 
3.3). Der p53-Tumorsuppressor bindet ebenfalls mSin3a-Korepressoren zur Transkriptions-
repression.126-128 Diese p53-vermittelte Repression scheint für die Induktion der Apoptose 
notwendig zu sein.  
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3.1.2.2 Transkriptionsfaktor AML1 
Wie alle CBFα (core-binding factor, CBF) Transkriptionsfaktoren besitzt AML1 (Synonym 
RUNX1, CBFA2) eine 'runt-homology domain', genannt nach der Homologie mit dem Dro-
sophila melanogaster 'runt'-Gen, das frühe Entwicklungsstadien in der Drosophila-
Embryogenese kontrolliert. Sowohl AML1 als auch CBFß werden zur Bildung von hemato-
poetischen Stammzellen benötigt und sind Hauptregulatoren der Hämatopoese auf verschie-
denen Stufen. Es wird angenommen, dass die HSC aus einem Hämangioendothelium diffe-
renzieren, das aus Endothelzellen besteht, die die Umbilicalvenen, den vorderen Anteil der 
AGM-Region (Aorta, Gonaden, Mesonephron) und den Dottersack säumen. Knockout-
Untersuchungen von AML1 haben gezeigt, dass AML1, ähnlich wie CBFβ, essentiell für die 
normale fetale Hämatopoese aller Zellreihen ist.119,120,129 Das Fehlen von AML1 führt zur 
Nekrose und zu Hämorrhagien im ZNS.129 
CBF können sowohl als Aktivatoren und Repressoren der Transkription wirken, in Abhängi-
keit vom Zielgen und Zelltyp. AML1 bindet an einer Zielsequenz, die häufig in den Promo-
tor/Enhancer-Regionen von eukaryotischen Genen vorkommt. Diese Zielsequenz wurde in 
den regulatorischen Elementen von myelo-spezifischen Genen identifiziert, z.B. der Myelope-
roxidase, Neutrophil-Elastase, GM-CSF und CSFR1 (M-CSF-Rezeptor) (beide wichtig für die 
myeloische Zellreifung und –differenzierung),130 des IL-3- und IL-5-Gens und im Enhancer-
Bereich von TZR-Genen (TZR-β, -γ, -δ) (spezifische Immunantwort).131,132 Die meistens der 
bisher identifizierten Zielgene werden von den CBF aktiviert. Die Ausnahme bildet der Pro-
motor des CDKN1A- Gen (WAF1, p21, CIP1). WAF1 ist ein zyklinabhängiger Kinaseinhibi-
tor.  
Funktionelle Untersuchungen ergaben, dass die splicing-generierten AML1B- und AML1A-
Isoformen entgegengesetzte Effekte auf die Transkription von Testgenen und auf die Zelldif-
ferenzierung ausüben.132-134 Die Überexpression von AML1A verhindert die Differenzierung 
von Granulozyten und stimuliert die Proliferation von myeloischen Zellinien.135 Die AML1A-
Variante besitzt eine höhere DNA-Bindungsaffinität als AML1B und supprimiert dominant 
die AML1B-Transkriptionsaktivierung.AML1A weist keine Transkriptionsaktivität auf und 
wirkt daher im Gegensatz zu AML1B als negativer Regulator der Genexpression. Diese anta-
gonistischen Effekte könnten für die Leukämogenese und hämatopoetische Differenzierung 
eine Rolle spielen. Dies wird durch die Ergebnisse von Tanaka et al.134 untermauert, die eine 
erhöhte Expression der AML1A-Variante im Knochenmark von AML-Patienten feststellten. 
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Der dominant negative Effekt von AML1A auf die Transaktivierung durch AML1B würde 
damit zur Leukämogenese und/oder zur Ausprägung des unreifen myeloischen Phänotyps 
beitragen.  
     mSin3A   
        
    RUNT  TA  
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Abbildung 6:  Schematische Darstellung des Transkriptionsfaktors AML1 mit DNA- und 
Proteininteraktionsdomänen 
Beide Gene des TF-Komplexes AML1/CBFβ sind an die bei AML am häufigsten vorkom-
menden Translokationen involviert, t(8;21) (AML1 ca. 10 % der AML) und inv(16) (CBFβ 
ca. 8 %).136 Zusätzlich ist AML1 mit noch höherer Frequenz an Translokationen bei ALL im 
Kindesalter beteiligt (ca. 20 - 25 %).24-29,115,137 In der bei AML (FAB-M2) häufig vorkom-
menden Translokation t(8;21)(q22;q22) ist AML1 mit ETO fusioniert, in der bei sekundären 
Leukämien auftretenden selteneren t(3;21)(q26;q22) mit EAP, MDS1 und EVI1. Weitere 
Translokationen sind t(5;21) und t(17;21). CBFβ ist in der inv(16)(p13;q22) mit MYH11 fusi-
oniert. 
Genetische Aberrationen von AML1 werden auch mit therapieinduzierten Leukämien in Ver-
bindung gebracht.138 DNA-Topoisomerase II Inhibitoren vermögen reproduzierbare Sequenz-
spezifische DNA-Doppelstrangbrüche in entsprechenden Regionen des AML1- 139 oder MLL-
Gens zu induzieren. Dies könnte ein initialer Schritt in der Entstehung von chromosomalen 
Translokationen mit darauf folgender Entwicklung einer Leukämie sein. 
In allen Fusionstranskripten AML1-ETO, -EAP, -MDS1 und -EVI1 ist das AML1-Gen nach 
der runt-Domäne (RHD) durch den Translokationsbruchpunkt unterbrochen und der 5'-Anteil 
wird mit dem Gen des anderen Chromosoms fusioniert.140 Die AML1-Fusionsproteine ver-
mögen weiterhin mit der CBFβ-Untereinheit zu dimerisieren und an dem AML1-spezifischen 
Promotor/Enhancer DNA-Motif zu binden.132 Diese chimären AML1-Fusionsproteine bzw. 
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andere AML1-Veränderungen wirken als Kompetitoren und somit als Repressoren AML1-
abhängiger Promotoren und führen zur Unterdrückung der transkriptionellen Aktivierungs-
funktion von normalem AML1B.130,140 
Zusammenfassend läßt sich formulieren, dass der Transkriptionsfaktorkomplex AML1/CBFβ 
regelt entscheidende Schritte in der Zelldifferenzierung hämatopoetischer Zellen auf HSC-
Niveau und während verschiedener Stufen der Entwicklung regelt. Störungen der 
AML1/CBFβ-kontrollierten Transkriptionskaskade stellen einen der häufigsten Transformati-
onsmechanismen in Leukämien dar.  
3.1.2.3 TEL-AML1 positive ALL 
Obwohl die Mechanismen der zellulären Transformationen durch Veränderungen von TEL 
nicht geklärt sind, scheint sicher, dass Deletionen von und Fusionen mit TEL zu verschiede-
nen malignen hämatologischen Erkrankungen beitragen. Die Frage warum die TEL-AML1-
Genfusion nur in BVZ-ALL vorkommt, konnte bisher nicht beantwortet werden. Möglicher-
weise spiegelt dieses selektive Vorkommen von TEL-AML1 eine spezifische Wirkung des 
Fusionsproteins auf die Differenzierung und weniger auf die Proliferation und/oder das Über-
leben von B-Vorläuferzellen wider. Es konnte gezeigt werden, dass das TEL-AML1-
Fusionsprotein dominant die AML1-abhängige Transkription von Zielgenen stört.141,142 Da-
durch werden die Regulationsmechanismen für normales Wachstum und Differenzierung von 
hämatopoetischen Zellen möglicherweise beeinflusst und die Leukämogenese gefördert.  
Die transformierende, onkogene Wirkung der Fusionsproteine von TEL mit verschiedenen 
Tyrosinkinasen (TEL-PDGFRß, TEL-ABL, TEL-JAK2, TEL-NTRK3, TEL-ARG(ABL2)) 
wird vermutlich durch Dimerisierung der Fusionsproteine bewirkt, vermittelt durch die HLH-
Domäne von TEL. Das bei CMML vorkommende Fusionsprotein TEL-PDGFRβ dimerisiert 
mittels der HLH-Domäne von TEL, wodurch die Tyrosinkinase des PDGF-Rezeptors akti-
viert und wachstumsfaktorunabhängiges Zellwachstum vermittelt wird.143 Das bei CML ge-
fundene TEL-JAK2 Fusionsprotein erfährt gleichermaßen eine Aktivierung der JAK-
Tyrosinkinase durch Dimerisierung der TEL-HLH Domänen, und kann myelo- und 
lymphoproliferative Erkrankungen im Mausmodell auslösen.144-146 
Das Fusionsprotein TEL-AML1 kann Homo- oder Heterodimere mit dem Wildtyp TEL oder 
anderen ETS-Mitgliedern bilden und könnte somit zur Transformation hämatopoetischer Zel-
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len beitragen.147 Durch diese Interaktionen wird die transkriptionsaktivierende Wirkung von 
AML1 in eine repressorische konvertiert. Sowohl die HLH/PNT-Domäne von TEL als auch 
die runt homology Domäne von AML1 (und weitere C’-gelegene AS) scheinen für die Ver-
mittlung der Repression der Gene entscheidend zu sein, die normalerweise durch AML1 akti-
viert werden.148 Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die HLH/PNT Domäne mit UBC9 
interagiert, einem Ubiquitin-konjugierenden Enzym.149 Anstelle der Degradierung des Fusi-
onsproteins wird durch die Bindung an UBC9 eine posttranslationelle Modifizierung durch 
SUMO-1 herbeigeführt.147 SUMO-1 ist ein Ubiquitin-ähnliches Protein, das für die nukleäre 
Lokalisierung von TEL und auch von TEL-AML1 verantwortlich ist. Das Expressionsmuster 
von TEL-AML1 im Nukleus ähnelt dem von TEL und unterscheidet sich von dem von 
AML1. Die TEL-spezifischen Nuklearkörperchen werden vorzugsweise in der S-Phase 
exprimiert, die Beziehung zwischen dieser Beobachtung und der Rolle von TEL-AML1 im 
Zellzyklus ist noch unbekannt. 
 
 mSin3A NCoR   mSin3A   
        
 PNT   RUNT  TA  
        
Dimerisierung       
      
TEL   AML1   
Abbildung 7:  Schematische Darstellung von TEL-AML1 mit bekannten  
Korepressorinteraktionsregionen 
Die HLH/PNT Domäne und die zentrale Region von TEL scheinen auch für die Vermittlung 
der Repression durch Bindung an nuklearen Repressoren wie SMRT, mSin3A und NCoR zu 
sein.123,150 Beide Regionen sind in vielen TEL-Fusionsproteinen enthalten. Die maximale Re-
pression wird durch die Bindung von mSin3A und NCoR an TEL erzielt, dabei binden 
mSin3A an die HLH/PNT und NCoR an die zentrale Domäne.142,151 Die transkriptionelle Re-
pression, die durch die zentrale TEL-Region vermittelt wird, wird durch Histondeacetylase-3 
(HDAC3) Inhibitoren aufgehoben. Dies veranschaulicht die Funktion von NCoR und mSin3A 
in der Rekrutierung der HDAC-Komplexe.125,142,150 Ebenfalls kann AML1 an mSin3A binden 
und mit HDAC assoziieren. Die Aufhebung der transkriptionellen Veränderung von TEL-
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AML1-positiven Zellen durch HDAC-Inhibitoren könnte deren möglichen zukünftigen Ein-
satz in der antileukämischen Therapie begründen. 
Durch Hemmung von AML1 oder generell des CBF-Komplexes wird die normale myeloische 
und lymphatische Differenzierung im Knochenmark blockiert.152 Ebenfalls wird die Apoptose 
in Ba/F3-Zellen verlangsamt. Andererseits führt die Inhibition von CBF auch zur Verzöge-
rung der G1-Progression in myeloischen und lymphatischen Zellen. Diese Beobachtungen 
lassen die Vermutung zu, dass hämatopoetische Zellen, die CBF-Onkoproteine exprimieren, 
in einem sehr frühen Differenzierungsstadium blockiert und unfähig sind, zu proliferieren.153 
Eine weitere häufige genetische Alteration bei ALL im Kindesalter sind entweder kombinier-
te oder einzelne homozygote Deletionen der Tumorsuppressorgene (TSG) p16INK4a, p15INK4b 
und p19ARF' (chromosomale Region 9p12) (s. Abschnitt 3.4, Projekt 4). Diese sind bei 5-20 % 
der BVZ-ALL bzw. 60-80 % der T-ALL bei Ersterkrankung154 oder beim Rezidiv nachweis-
bar. 155 Obwohl die prognostische Relevanz der TSG-Deletion bisher noch nicht endgültig 
geklärt ist, scheint ein Zusammenhang mit der Pathogenese bestimmter Translokationsleukä-
mien zu bestehen. Während die Transduktion eines retroviralen, TEL-AML1-exprimierenden 
Vektors nur in 2/9 bestrahlten Mäusen eine Leukämie (1 T-ALL, 1 B-ALL) induzieren konn-
ten, starben 6/9 die simultan eine Deletion o.g. Gene aufwiesen.153 Die Deletion der TSG er-
möglicht es möglicherweise, dass lymphatische Stammzellen trotz der Präsenz von TEL-
AML1 proliferieren und höhere TEL-AML1 Spiegel gebildet werden, die eine effektivere 
Hemmung der Differenzierung und Apoptose bewirken.  
Neuere Untersuchungen unterstützen die Hypothese, dass TEL-AML1 positive ALL einer 
CD34+CD19+ lymphatischen Vorläuferzelle entstammen.156 Dies widerspricht nicht der der-
zeitigen Auffassung, die eine Beteiligung eines mehr primitiven Vorläufer- / Stammzellkom-
partiments vor allem in Hochrisiko-ALL annimmt. Klinische Studien haben gezeigt, dass die 
Prednison-Response einen signifikanten prognostischen Faktor darstellt.13 Es kann daher spe-
kuliert werden, dass in ALL-Gruppen mit einer guten Prognose, wie z.B. TEL-AML1 positiver 
ALL, die Leukämie von einer lymphatischen, Steroidrezeptor-positiven Vorläuferzelle ent-
stammt, die zur Apoptose bestimmt ist. Sowohl TEL-AML1+ BVZ-ALL als auch HOX11-
exprimierende T-ALL, die beide mit einer guten Prognose assoziiert sind, sind auf analogen 
Differenzierungsstufen in der B- (CD34+, CD10+, CD19+) und T-Lymphozytenentwicklung 
(CD1+, CD10+) arretiert. Diese repräsentieren B- und T-Differenzierungsstadien, während 
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derer die Zellen bei ausbleibendem Signal von den Antigenrezeptorgenen normalerweise pro-
grammiert sind zu sterben.157 
Andererseits könnte die Leukämie von Patienten mit prognostisch ungünstiger Subgruppe 
einer pluripotenten/Stammzelle, die resistent gegenüber Apoptose ist, entstammen. Dies imp-
liziert, dass die Biologie der Leukämie nicht nur durch die genetische Rekombination, die zur 
malignen Transformation beiträgt, sondern auch von zellulären Parametern der Vorläuferzelle 
abhängt, wie z.B. dem Genexpressionsprofil, in der die Transformation stattfindet. Diesbe-
züglich könnten im Besonderen genomweite Expressionsanalysen neue, richtungweisende 
Erkenntnisse über die Pathogenese und die Behandlung von Leukämien liefern.93,94,157-160 
3.1.3 Translokationsleukämien – Prävalenz und Prognosefaktor beim Rezidiv 
Während der letzten Jahre konnten wir Wesentliches zur Diskussion über Prävalenz und 
prognostische Bedeutung bestimmter Fusionstranskripte bei ALL-Rezidiven im Kindesalter 
international beitragen. So ist z. B. die mittelfristige Prognose von Kindern mit TEL-AML1 
positiver ALL auch nach einem Rezidiv eher günstig. Dagegen haben Kinder mit BCR-ABL, 
oder E2A-PBX1 [t(1;19)] positiven oder auch Leukämien mit 11q23-Aberrationen (MLL-AF4, 
MLL-AF9, MLL-ENL) eine schlechte Prognose. Intensivere Therapien, z. B. eine allogene 
SZT sind bei solchen Leukämien gerechtfertigt und könnten die Prognose der Kinder verbes-
sern. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 4 (alle ALL-Rezidive) und 
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Tabelle 4:  Prävalenz von Fusionstranskripten bei ALL-Rezidiven  




  BCP (prä-)T nd Total 
  N % N % N % N % 
TEL-AML1 + 74 17.4   2 10.5 76 15.6 
 - 352 82.6 42 100.0 17 89.5 411 84.4 
 Total 426  42  19  487  
          
BCR-ABL + 46 8.6 2 2.4 1 4.0 49 7.7 
 - 487 91.4 80 97.6 24 96.0 591 92.3 
 Total 533  82  25  640  
          
E2A-PBX1 + 5 1.6     5 1.4 
 - 301 98.4 31 100.0 11 100.0 343 98.6 
 Total 306  31  11  348  
MLL-Aberr. + 10 11.5     10 9.7 
 - 77 88.5 10 100.0 6 100.0 93 90.3 
 Total 87  10  6  103  
    BCP = B-Zellvorläufer; nd = nicht durchgeführt 
 
Tabelle 5:  Prävalenz von Fusionstranskripten bei ALL-Erstrezidiven  




  BCP (prä-)T nd Total 
  N % N % N % N % 
TEL-AML1 + 54 16.2   1 7.7 55 14.5 
 - 279 83.8 33 100.0 12 92.3 324 85.5 
 Total 333  33  13  379  
          
BCR-ABL + 39 9.4 2 3.0   41 8.2 
 - 374 90.6 65 97.0 18 100.0 457 91.8 
 Total 413  67  18  498  
          
E2A-PBX1 + 5 2.1     5 1.9 
 - 230 97.9 26 100.0 8 100.0 264 98.1 
 Total 235  26  8  269  
          
MLL-Aberr. + 8 11.8     8 9.9 
 - 60 88.2 8 100.0 5 100.0 73 90.1 
 Total 68  8  5  81 100.0 
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Abbildung 8: Kaplan-Meier Kurven der Wahrscheinlichkeit des EFS von Kindern mit ALL-
Erstrezidiv in Abhängigkeit von dem Vorliegen eines Fusionstranskripts.  
3.1.3.1 Klinische Signifikanz von TEL-AML1 bei ALL-Rezidiven 
Prospektive und retrospektive Analysen: Das TEL-AML1-Fusionstranskript resultiert aus der 
zytogenetisch nur in 0.05 % der ALL im Kindesalter nachweisbaren Translokation 
t(12;21)(p13;q22). Die durch molekulare Techniken nachgewiesene TEL-AML1-Frequenz 
beträgt bei initialer BVZ-ALL im Kindesalter ungefähr 20 %.28,29,115,137,161,162 In sechs Studien 
von ALL-Ersterkrankungen war das Vorhandensein der TEL-AML1-Fusion mit einer sehr 
guten Prognose assoziiert.27-29,115,137,162 Die Prävalenz und prognostische Bedeutung von TEL-
AML1-Fusionstranskripten bei ALL-Rezidiven ist Gegenstand einer intensiven Diskussion.24-
26,163,164 Wir konnten die bisher größte Zahl von ALL-Rezidivpatientenproben auf das Vorlie-
gen des TEL-AML1-Fusionstranskripts untersuchen und mit diesen Daten Wesentliches zu der 
kontroversen Diskussion, ob TEL-AML1-positive ALL-Rezidive eine Gruppe mit günstigerer 
Prognose darstellen, beitragen.24-26,30 Die Analyse der pEFS nach dem Rezidiv einer BVZ-
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ALL zeigt, eine signifikant höhere EFS-Wahrscheinlichkeit in der Gruppe der TEL-AML1-
positiven Patienten.24,26,30 
Match-pair Analyse: In einer match-pair Analyse von 249 Kindern mit erstem Rezidiv einer 
BCR-ABL negativen BVZ-ALL, die entsprechend der Therapieoptimierungsstudie ALL-REZ 
BFM 96 behandelt wurden, konnten wir nochmals bestätigen, dass der genetische Marker 
TEL-AML1-Fusion Patienten (n=53) mit einer günstigen Prognose identifiziert.30 Match-
Parameter waren die etablierten, prognostisch-signifikanten Faktoren beim Rezidiv (Zeit-
punkt, Lokalisation des Rezidivs; Alter, Blastenzahlen).   
 


















 years years 
TEL-AML1-Status EFS Survival 
______    matched pos. n =  50; cens.= 39;  pEFS= .63±.10 n =  50; cens.= 44;  pSRV= .82±.09 
__ __ _       matched neg. n=  50; cens.= 32;  pEFS= .38±.10  n=  50; cens.= 40;  pSRV= .42±.19 
_ _ _ _    excluded neg n=146; cens.= 80;  pEFS= .27±.07 n=146; cens.= 93;  pSRV= .37±.07 
   
log-rank test: p (matched pos./neg.) = 0.09 p (matched pos./neg.) = 0.10 
 p (matched pos./excl.neg.) < 0.001 (matched pos./excl.neg.) < 0.001 
 
Abbildung 9:  Wahrscheinlichkeit des EFS und des Überlebens von gematchten Paaren ent-
sprechend dem Vorhandensein der TEL-AML1-Fusion und den ausgeschlosse-
nen TEL-AML1-Patienten.  
Bei einer medianen Beobachtungszeit von 2.77 Jahren (0.28 - 12.81 Jahre) war die Wahr-
scheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens (pEFS) nach 5 Jahren 0.63 (SD 0.10) für die ge-
paarten TEL-AML1+ Patienten (n = 50) und 0.38 (SD 0.10) für negative Patienten. Obwohl ein 
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Trend zu einem besseren pEFS und Gesamtüberleben der gepaarten TEL-AML1+ positiven 
Gruppe (50 Patienten) geht, war der Unterschied zum Zeitpunkt der Analyse (noch) nicht 
signifikant (p = 0.09 und 0.10). Demgegenüber war das pEFS (0.28 ± 0.07) und Gesamtüber-
leben (0.38 ± 0.07) der ausgeschlossenen negativen Gruppe im Vergleich mit der matched 
positiven (p < 0.001 und p < 0.001) und der matched negativen Gruppe (p = 0.028 und p = 
0.007) signifikant schlechter. Diese Analyse unterstreicht noch einmal, dass die TEL-AML1-
Fusion eine ALL-Entität genetisch charakterisiert, die mit etablierten günstigen prognosti-
schen Parametern assoziiert ist (Abb. 4). Entsprechend sollte die Indikation für therapeutische 
Konzepte mit höherem Motalitäts- und Morbiditätsrisiko, wie z.B. die allogene Stammzell-
transplantation, bei TEL-AML1 positiven ALL-Rezidiven sehr restriktiv in Betracht gezogen 
werden. 
3.1.4 Zusammenfassende Diskussion: TEL-AML1 positive ALL 
Anfänglich publizierte Studien des Dana Farber Cancer Institutes (DFCI) und des St. Jude 
Children’s Research Hospitals (SJCRH) zeigten sehr gute Langzeitheilungschance von Kin-
dern mit TEL-AML1 positiver ALL-Ersterkrankung (100 % 8-Jahres EFS bzw. 92 % 5-Jahres 
EFS; Tabelle 6).29,115 Diese günstigen Berichte wurden jedoch durch unsere Auswertungen 
von ALL-Rezidiven (BFM-Studiengruppe) gedämpft.23-26,30 Wir fanden eine ähnliche Inzi-
denz von TEL-AML1 Positivität (ca. 20 %) in den Leukämiezellen von Kindern mit BVZ-
ALL-Rezidiv, die entsprechend der Protokolle ALL-REZ BFM behandelt wurden. Diese Er-
gebnisse stehen im Widerspruch zu den retrospektiven Analysen - allerdings an einer kleinen 
Patientenzahl - der Pediatric Oncology Group (POG) und des DFCI (s. Tabelle 6).163,165 An-
hand dieser sich anscheinend widersprechenden Datenlage lassen sich einige wichtige Punkte 
hervorheben, die einen Einfluss sowohl auf die Effektivität der Therapie als auch der Auswer-
tung und Interpretation der Ergebnisse haben.  
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Tabelle 6: Zusammenstellung der Ergebnisse internationaler Behandlungsstudien über Prävalenz und prog-
nostischer Bedeutung der TEL-AML1 Fusion bei Kindern mit ALL-Ersterkrankung und -Rezidiv 
Gruppe Jahr Anzahl (n) TEL-AML1+
% 






SJCRH29  1995 126 (BVZ) 28    92 70 5 
DFCI115  1996 81 (BVZ) 27 11  11 100 70 8.3 
SJCRH28  1997 188 (BVZ) 25    91 65 5 
BFM/AIEOP27  1997 286 (BVZ) 29 4 59  90 79 4 
AIEOP166  1997 51 22 10  1 81 nd 1.3 
8511/8610167  1998 37 30    55 61 5 
9104167  1998 57 17 10   100 70 4 
INS168  1999 98 24    82 69 4.7 
CCG-mixed169  2000 86 17 7 4 4 81 54 7 
UK-ALL XI170  2001 659 19    63 63 5 
DCLSG171  2001 105 21    82 74 5 
HK-UKALL XI172  2001 67 18    60 56 5 
CCG-1952173  2001 504 19 95   99 92 2.5 
BFM-Rezidiv23  1997 44  20  8 1    
BFM-Rezidiv24  1998 133 (BVZ) 24 3 21 8 79 22 2 
BFM-Rezidiv gesamt25  1999 268 (BVZ) 18 3 43 8    
 prospektiv25  1999 178 (BVZ) 17  28 3    
DFCI-Rezidiv165  1998 32 6       
SJCRH-Rezidiv163  1999 49 10       
Tschechien-Rezidive174  1999 45 10       
 
3.1.4.1 Therapiestratifizierung und Intensität der Behandlung 
Die Heterogenität des Behandlungserfolges von Kindern mit ALL steht in direktem Zusam-
menhang mit der Therapiestratifizierung, die von den berücksichtigten Risikofaktoren und der 
Intensität der Behandlung abhängt. Bisher stellte die Zuordnung der Patienten in bestimmte 
Risikogruppen zum Zeitpunkt der Diagnose den wichtigsten Parameter zur Festlegung der 
Intensität der applizierten Therapie dar. Die Kriterien, die von den kooperativen Studiengrup-
pen zur Risikostratifizierung angewandt werden, variieren jedoch national und international 
erheblich. Zur Vereinheitlichung der Therapiestratifizierung wurde in den 90er Jahren eine 
Risikoabschätzung anhand des Alters, der Leukozytenzahl, des ALL-Immunphänotyps, gene-
tischer Merkmale und, in einigen Studien, das Ansprechen auf Prednison (prednisone respon-
se) vorgenommen (s. Abschnitt 2.1.1.1). Während Patienten mit TEL-AML1 positiver ALL, 
die entsprechend den Protokollen des DFCI115 bzw. des SJCRH29 behandelt wurden, aufgrund 
dieser Kriterien häufig dem Hochrisikozweig mit einer intensiveren Therapie zugeordnet 
wurden, gehörten die Patienten mit TEL-AML1 positiver ALL der BFM-Gruppen, die ein Re-
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zidiv erlitten hatten, 24-26,30 in der Erstbehandlung zu dem niedrigen bzw. mittleren Risiko-
zweig mit geringer Therapieintensität. Diese Beobachtung wird durch Ergebnisse von Studien 
der Children’s Cancer Group (CCG)169 und aus Israel168 unterstützt. Die Erhöhung der Inten-
sität in diesen Protokollen führte zu einer Verbesserung der Behandlungserfolge von Kindern 
mit TEL-AML1 positiver ALL.  
3.1.4.2 Einfluss der Beobachtungszeitdauer auf die Prognose 
 Trotz der erheblichen Differenzen bezüglich der Inzidenz von TEL-AML1 beim Rezidiv 
stimmen alle Rezidivstudien darin überein, dass TEL-AML1 Positivität mit einer sehr langen 
ersten Remissionsdauer assoziiert ist. Anhand der genetischen Determinante TEL-AML1 wird 
damit erstmalig deutlich, dass zur Erfassung des tatsächlichen Behandlungserfolges (EFS, 
Überleben) sehr lange Beobachtungszeiten benötigt werden. Entsprechend müssen alle klini-
schen Studien kritisch interpretiert werden, die den prognostischen Stellenwert der TEL-
AML1 Fusion untersuchen. Diese Erkenntnis gilt auch für die Wertigkeit anderer prognosti-
scher Faktoren, wie am Beispiel der häufigen homozygoten Deletionen der Tumorsuppressor-
gene p15INK4b und p16INK4a dargelegt wurde (s. Abschnitt 3.4.2). Folglich erlauben besonders 
die zum Zeitpunkt des ALL-Rezidivs erhobenen genetischen und klinischen Parameter deren 
prognostische Relevanz bei der Erstdiagnose und deren Einfluss auf die Therapieeffektivität 
zu validieren.  
3.1.4.3 Einfluss der Chemotherapeutika auf die Therapieeffizienz  
In in vitro Analysen zeigten TEL-AML1 positive Zellen eine hohe Sensitivität gegenüber Ste-
roiden, Vincristin und Asparaginase.175 Ebenfalls wurde eine geringere intrazelluläre Akku-
mulation an Methotrexat-Polyglutamat gemessen.176 Aufgrund dieser in vitro Ergebnisse und 
durch den Vergleich der eingesetzten Chemotherapeutika sowie deren Dosierungen in den 
verschiedenen Protokollen, ist es vorstellbar, dass TEL-AML1 positive ALL besser durch ma-
ximale Dosierungen von Asparaginase und Antimetaboliten (6-Mercaptopurin, Methotrexat) 
zu behandeln sind.175,176 
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3.1.4.4 Einfluss von wirtseigenen Faktoren 
Zusätzlich zur Beobachtung, dass TEL-AML1 Positivität mit einem jüngeren Erkrankungsalter 
und mit niedrigen Leukozytenzahlen assoziiert ist, weisen einige ethnische Gruppen (Spanier, 
Koreaner) eine geringere Inzidenz von TEL-AML1 positiven ALL auf. Es ist vorstellbar, dass 
hereditäre Faktoren das Auftreten des (genetischen) ALL-Subtyps mitbestimmen. Obwohl 
Polymorphismen der Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) mit der Entwicklung von 
Leukämien mit einer MLL-Rekombination (11q23) assoziiert sind, konnte kein Zusammen-
hang mit der TEL-AML1 Fusion gefunden werden.177 Andere Polymorphismen, einschließlich 
der die Zytochrom-P450-Familie und Glutathion-Transferasen betreffenden (s. Abschnitt 3.6, 
Projekt 6), sind ebenfalls mit einem erhöhten ALL-Risiko verbunden, jedoch nicht spezifisch 
mit TEL-AML1 positiver ALL. Außerdem ist es denkbar, dass weitere Wirtsfaktoren unab-
hängig von der behandelten Leukämie oder der angewandten Therapie die Chemosensitivität 
determinieren (s. Abschnitt 3.6).  
Trotz aller Differenzen stimmen die klinischen Studien darin überein, dass TEL-AML1-
positive ALL spät rezidivieren und sich auffallend sensitiv gegenüber einer erneuten Chemo-
therapie verhalten. Kinder mit erstem Rezidiv einer TEL-AML1-positiven ALL haben eine 
signifikant bessere Überlebenswahrscheinlichkeit als solche mit TEL-AML1-negativen ALL-
Rezidiven.24-26,30,163,165 In einer match-pair Analyse konnten wir zeigen (ALL-REZ BFM), 
dass der genetische Parameter TEL-AML1 im Rezidivfall zwar keinen unabhängigen prognos-
tischen Faktor darstellt, jedoch ein statistisch grenzwärtig signifikanter Trend zu einer besse-
ren Prognose von Kindern mit TEL-AML1 positiven ALL-Rezidiv zu beobachten war.30 Ein-
schränkend muss erwähnt werden, dass die Beobachtungszeit in dieser Analyse noch sehr 
kurz war. Eine Analyse zu einem späteren Zeitpunkt wird möglicherweise die Unterschiede 
klarer hervorheben. Match-Kriterien waren Zeit und Lokalisation des Rezidivs, Leukozyten-
zahl, BCR-ABL Negativität und Alter beim Rezidiv. In anbetracht der exzellenten pEFS von 
über 50 %, die durch alleinige Chemotherapie erreicht werden, zeigen unsere Analysen, dass 
Kinder mit TEL-AML1 positiven ALL-Rezidiven keiner Therapie, die mit einem nicht ver-
tretbaren höheren Risiko assoziiert ist (z.B. allogene Stammzell-Transplantation) zugeführt 
werden sollten.  
Sensitive und spezifische molekulare Verfahren, die das individuelle Ansprechen auf die In-
duktionstherapie besser zu quantifizieren vermögen, sind möglicherweise fähig, zusätzliche 
Informationen zu liefern, die eine adäquatere Risikoabschätzung und der damit assoziierten 
 44
Projekt 1: Fusionsgene bei ALL-Rezidiven 
Intensität der Therapie erlauben (s. Abschnitt 3.2.2). Entsprechend haben einige kleinere Stu-
dien die prognostische Signifikanz der TEL-AML1 Fusion in Abhängigkeit der molekularen 
Response analysiert. In diesen Analysen korrelierte die Menge der TEL-AML1 Fusi-
onstranskripten während der frühen Phasen der Therapie mit einer höheren Resistenz und 
letztlich mit einem Rückfall.178,179 Diese Ergebnisse stimmen mit denen größereR Studien 
überein. In den gegenwärtigen ALL-Ersterkrankungs- und –Rezidiv-Therapieoptimierungs-
studien in Europa (BFM, AEIOP, DCLSG, UKALL) wird die quantitative molekulare Be-
stimmung der Reduktion der Leukämiezelllast (MRD) während der Induktionstherapie als ein 
wesentliches Kriterium zur frühen Erfassung des Rezidivrisikos und zur Bestimmung der Do-
sisintensität (Therapiestratifizierung) angewandt (s. Abschnitte 2.1 und 3.2).  
3.1.5 BCR-ABL positive ALL 
Bei ALL im Kindesalter sind Leukämien, die eine Translokation der Chromosomen 9 und 22 
t(9;22) tragen, mit einer besonders schlechten Prognose behaftet. Die Translokation t(9;22) 
führt zu einer Fusion der Gene, die für die Proteine BCR und ABL kodieren. Diese BCR-ABL 
Genfusion wird bei ca. 3-5 % der ALL-Ersterkrankungen180,181 und, wie wir zeigen konnten, 
bei 9-10 % der ALL-Rezidive nachgewiesen.31,32 Die Zuverlässigkeit der BCR-ABL Diagnos-
tik zum Zeitpunkt der Diagnose und während der Therapie der ALL wird durch Ringversuche 
zur Qualitätssicherung gewährleistet.182 
3.1.5.1 Klinische Signifikanz von BCR-ABL bei ALL-Rezidiven 
Unsere Untersuchungen an ALL-Rezidiven zeigen, dass die Prävalenz der BCR-ABL Positivi-
tät unter den Rezidiven, übereinstimmend mit der schlechten Prognose bei ALL-
Ersterkrankung, nicht nur erhöht ist sondern auch dass eine zweite Remission nur bei 60 % 
der BCR-ABL+-ALL gegenüber 91 % bei BCR-ABL--ALL induziert werden kann.31,32 Diese 
Beobachtung spiegelt sich auch in der signifikant schlechteren ereignisfreien 2-Jahres-
Überlebenswahrscheinlichkeit von BCR-ABL+- gegenüber BCR-ABL--ALL-Rezidiven wieder 
(pEFS 0.08 vs. 0.50; p = 0.003).31 Die BCR-ABL-Positivität ist weiterhin bei Rezidivdiagnose 
mit einer signifikant kürzeren Dauer der Erstremission sowie einer höheren Anzahl an Leuko-
zyten und peripheren Blasten assoziiert. Übereinstimmend mit diesen Analysen konnte in 
einer match pair Analyse BCR-ABL Positivität bei ALL-Rezidiven als unabhängiger Risiko-
faktor identifiziert werden.31 
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3.1.5.2 Zusammenfassende Diskussion: BCR-ABL positive ALL-Rezidive 
Für Patienten mit BCR-ABL+-ALL existiert bisher kein optimiertes Behandlungskonzept. Die 
Gesamtprognose von Kindern mit BCR-ABL+-ALL-Ersterkrankung oder -Rezidiv ist schlecht. 
Eine Verbesserung der Prognose kann bisher nur durch eine Stammzellreinfusion/-
Transplantation erreicht werden: Dies betrifft vor allem Kinder, die keine hämatologische 
Remission erreichen. Molekulare (PCR-basierte) oder durchflusszytometrische Remissionsda-
ten liegen gegenwärtig noch nicht ausreichend vor.  
Beruhend auf einer höheren intrinsischen Resistenz der BCR-ABL positiven Leukämiezellen 
gegenüber Zytostatika, zeigen Kinder mit BCR-ABL+-ALL bei Ersterkankung und beim Rezi-
div ein schlechteres Ansprechen auf die Polychemotherapie und insgesamt unzureichende 
Remissionsraten. Eine Erstremission wird bei 91 % der Kinder mit BCR-ABL positiver ALL 
erreicht, die ereignisfreie 5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit liegt nur bei 38 %. Anhand 
der Prednison-Response können jedoch zwei Gruppen mit unterschiedlicher Prognose identi-
fiziert werden: Während Prednison-good responder (PGR) eine 5-Jahres pEFS von 0.55 % 
(±0.08) haben, ist die von Prednison-poor responder (PPR) nur 0.10 (±0.07).90 
Die Heterogenität der BCR-ABL positiven ALL-Ersterkrankung spiegelt sich ebenfalls an der 
Leukozytenzahl und dem Alter wieder.181 In einer Meta-Analyse von 10 Studiengruppen und 
größeren Institutionen hatten die BCR-ABL Positiven die besten Heilungschancen (pEFS = 
0.49 ± 0.05), die jünger als 10 Jahre waren und weniger als 50 G/l Leukozyten (NCI-
Kriterien) hatten. Patienten mit hohen Leukozytenzahlen (>100 G/l) hatten die schlechteste 
(pEFS = 0.20 ± 0.05), alle anderen eine intermediäre Prognose (pEFS = 0.30 ± 0.05). Im Ver-
gleich zur Chemotherapie war das Auftreten des Rezidivs der häufigste Grund des Therapie-
versagens. Eine bessere Heilungsrate konnte durch HLA-identische Verwandten-Transplanta-
tionen nicht jedoch durch nicht-identische Verwandten- oder autologe Transplantationen er-
reicht werden.  
Im Falle eines Rezidivs haben Kinder mit BCR-ABL-positiver ALL nur eine Heilungschance, 
wenn ein passender Geschwisterspender oder Fremdspender für eine allogene Transplantation 
vorhanden ist. Gegenwärtige Konzepte zur Behandlung dieser Patientengruppe bestehen in 
der Durchführung einer intensiven Polychemotherapie zur Induktion einer Remission und der 
allogenen Stammzelltransplantation.  
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Die BCR-ABL-Fusion stellt nicht nur einen diagnostischen und prognostischen Leukämie-
zellmarker dar. Neuere experimentelle Ansätze bieten die Möglichkeit einer selektiveren in 
oder ex vivo Therapie von BCR-ABL-positiven Zellen, da eine zentrale Rolle der BCR-ABL-
Fusionsproteine (p210 und p190) bei der Pathogenese der malignen Erkrankungen angenom-
men werden kann (s. Übersicht von Sawyers183). Das durch BCR-ABL kontrollierte Signal-
netzwerk ist komplex und hochredundant.184 Die Summe der Proteininteraktionen resultiert in 
einem alterierten Zelltyp mit mitogenaktivierten Signalkaskaden, defekter Adhärenz an Stro-
mazellen und an die extrazelluläre Matrix sowie einem reduziertem Ansprechen auf Apopto-
sesignale. Durch BCR-ABL aktivierte Signalwege schließen die von Ras, Phosphatidyl-
inositol-3-kinase/AKT, NF-κB und Stat-5 ein. Eine Korrektur dieser einzelnen Defekte durch 
ein oder mehrere maßgeschneiderte Medikamente würde mit großer Wahrscheinlichkeit das 
Gleichgewicht wieder in Richtung einer normalen Hämatopoese verschieben.102 
In dieser Hinsicht erfolgreich bezüglich des Erreichens einer Remission war bereits der thera-
peutische Einsatz eines spezifischen ABL-Tyrosinkinase-Antagonisten (STI571) zur Hem-
mung der onkogenen Aktivität des BCR-ABL Fusionsproteins bei Erwachsenen mit BCR-
ABL-positiver CML oder ALL,185,186 auch in der Blastenkrise.185,186 Nach einer unterschied-
lich langen, ST1571-induzierter Remissionsdauer wird jedoch die Entwicklung von verschie-
denen Resistenzmechanismen in den BCR-ABL-positiven Leukämien beobachtet.187 Ein ratio-
naler therapeutischer Ansatz zur Prävention von Resistenzentwicklungen könnte eine Kombi-
nation therapeutischer Substanzen sein, die verschiedene, durch BCR-ABL-bedingte patholo-
gische Veränderungen zum Ziel haben (z.B. IFN-α, Farnesyltransferase-Inhibitoren, Arsen-
trioxid). Ebenso vorstellbar ist die ex vivo Stimulation (durch BCR-ABL Fusionspeptide) und 
Expansion von anti-BCR-ABL-spezifischen T-Zellen oder die Anwendung von antisense-
Strategien (anti-BCR-ABL-Oligonukleotide oder BCR-ABL-spezifische siRNA) zum ex vivo 
Reinigen des Knochenmarks/Stammzellen bei autologen Transplantationen.  
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3.2 PROJEKT 2: MRD UND ANTIGENREZEPTOR-GENUMLAGERUNGEN BEI ALL-REZIDIVEN 
Bisher zur Therapiestratifizierung verwendete Risikofaktoren von Kindern mit einer ALL-
Ersterkrankung sind u.a. die initiale Leukozytenzahl, das Alter, der Immunphänotyp, zytoge-
netische Merkmale und das initiale Ansprechen auf die Therapie (Prednison response; non-
response), beim Rezidiv der Zeitpunkt seines Auftretens, die Lokalisation und der Immun-
phänotyp (s. Tabelle 1). Zuverlässiger als bisher lassen sich das Ansprechen auf die Therapie 
und die Remissionsqualität durch den Nachweis residueller Leukämiezellen (minimal residual 
disease, MRD) mit hoch sensitiven molekularen und durchflusszytometrischen Methoden 
ermitteln. Bei Kindern mit ALL-Ersterkrankung und -Rezidiv konnte der hohe prädiktive 
Wert dieser Verfahren zur Einschätzung der Prognose und des Rezidivrisikos bereits belegt 
werden.14,15,22 
In prospektiven Studien bei ALL-Ersterkrankung und -Rezidiv wird gegenwärtig untersucht, 
wie diese Techniken angewandt werden können, um entsprechend Therapien zu modifizieren 
und ob sie zusätzliche bzw. bessere Informationen über das Ansprechen auf die Therapie (und 
damit über Prognose und Rezidivrisiko), ermöglichen. Es ist absehbar, dass hierdurch eine 
weitere Stratifizierung und z. B. bei Kindern mit ALL, die ein gutes Ansprechen auf die The-
rapie aufweisen, eine Therapiereduktion möglich werden wird. Andererseits kann bei Kin-
dern, die ein schlechtes Ansprechen auf die Therapie zeigen, durch eine intensivere Behand-
lung, wie die SZT, die Prognose verbessert werden. Erste Ergebnisse über die prognostische 
Bedeutung von MRD vor und nach einer allogenen SZT wurden bereits publiziert.188,189 
3.2.1 Quantitative Bestimmung der Leukämiezelllast 
Zwei Verfahren, die immunologischen und die molekulargenetischen, können zur quantitati-
ven Bestimmung der leukämischen Resterkrankung verwendet werden. Die konventionelle 
zytologische Knochenmarkanalyse, deren Vorteil sowohl in der Schnelligkeit der Bestim-
mung der hämatologischen Remission als auch in den Kosten liegt, kann bestenfalls 3-5 % 
leukämische Blasten in einem ansonsten normalen Knochenmark nachweisen. Immunologi-
sche, durchflusszytometrische Techniken basieren auf dem Vorhandensein von Antigenkom-
binationen auf der Zelloberfläche und können je nach analysierter Zellzahl eine Leukämiezel-
le unter 103-4 normalen Zellen detektieren.16,190,191 Die Polymerase-Kettenreaktion (polymera-
se chain reaction, PCR) ermöglicht die Amplifikation leukämiespezifischer mRNA-
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Sequenzen von Leukämiezellen, die durch die Fusion von Genen bei den nicht-zufälligen 
genetischen Translokationen entstehen (s.  und ) und den Nachweis 





Viele ALL weisen jedoch keine rekurrenten chromosomalen Translokationen mit daraus re-
sultierenden Fusionstranskripten auf (s.  und  sowie Abschnitt 2.4). 
Dennoch können bei den meisten ALL klonale DNA-Marker durch die Untersuchung der 
spezifischen Genumlagerungssequenzen (rearrangement) der TZR- und/oder Ig- Genloci i-
dentifiziert werden.193 Diese klonalen Genumlagerungen können durch standardisierte Ein-
fach-PCR oder durch, wie von uns für den TZR-δ 33 und TZR-γ etabliert, Multiplex-PCR 
nachgewiesen werden. Ihr Einsatz zur Bestimmung der residuellen Leukämiezelllast ist je-
doch mit erheblichen Kosten an Zeit, Material und Personal verbunden. Der Nachweis von 
einer Leukämiezelle unter 105 normalen Zellen ist möglich.  
In den vergangenen Jahren hat sich die Durchflusszytometrie mit dem Nachweis von leukä-
mieassoziierten Oberflächenmarkern durch spezifische Antikörper als weitere sehr sensitive 
Methode zum Nachweis von MRD erwiesen.16,190,194 
3.2.2 MRD-Studien bei ALL im Kindesalter 
3.2.2.1 MRD-Studie bei ALL-Ersterkrankungen 
Die Signifikanz von MRD-Analysen bei ALL-Ersterkrankung wurde durch drei große, von-
einander unabhängige, vor vier Jahren publizierte Studien belegt.14-16 In diesen prospektiven 
Multizenterstudien wurde das Rezidivrisiko innerhalb einer Gruppe von Kindern mit ALL, 
deren klinische und genetische Risikoeigenschaften einheitlich waren, durch die quantitativen 
MRD-Bestimmungen am zuverlässigsten bestimmt. Das wesentliche Ergebnis der Studie der 
internationalen BFM-Studiengruppe (I-BFM-SG) 15 ergab sich aus der kombinierten Bewer-
tung der MRD-Befunde von Tag 33, Protokoll I, und Tag 78 (vor Protokoll M). Nach einer 
minimalen 7jährigen Beobachtungszeit beträgt die pEFS von Kindern mit MRD-Negativität 
zu beiden Zeitpunkten 0.98 (±0.02). Kinder mit einer Leukämiezelllast zwischen <10-3 und 
MRD-negativ bzw. ≥ 10-3 haben jeweils eine pEFS von 0.76 (±0.02) bzw. 0.16 (±0.08).  
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Rezidivrisiko lässt sich durch die MRD-Analyse (molekulare Remission) im Vergleich zu 
konventionellen Risikofaktoren am zuverlässigsten bestimmen und stellt einen bedeutenden 
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unabhängigen prognostischen Faktor dar; 2. eine große Patientengruppe (40 %) mit geringem 
Risiko des Therapieversagens kann durch die schnelle Beseitigung von MRD definiert wer-
den; 3. die MRD-definierte Hochrisikogruppe ist größer als die durch andere Risikokriterien 
bestimmte (15 %); 4. Das MRD-basierte Stratifizierungssystem ist nicht fehlerfrei, denn die 
Hälfte der Rezidive stammt aus der mittleren Risikogruppe mit einer pEFS von 75 %.195 
Als Konsequenz orientiert sich die Risikostratifizierung in der Erstbehandlungsstudie ALL-
BFM 2000 an der in vivo Sensitivität der individuellen Leukämie gegenüber der Prednison-
Vorphase und der Induktionstherapie (Protokoll I), die nur noch durch die Molekulargenetik 
(Fusionstranskripte) ergänzt wird. Bis auf bestimmte chromosomale Translokationen werden 
die bisherigen Risiko- bzw. Stratifizierungsfaktoren nicht mehr zur Stratifizierung herangezo-
gen. Standardrisiko-Patienten werden entsprechend dem guten Ansprechen auf die Therapie 
definiert (PGR, MRD negativ). Im Gegensatz hierzu sind Hochrisikopatienten durch ihr 
schlechtes Ansprechen auf die Therapie sowie durch bestimmte genetische Charakteristika 
gekennzeichnet (PPR, keine komplette Remission nach der Induktionsphase, hohe MRD-
Werte, MLL-AF4+/BCR-ABL+) (s. Tabelle 1).  
3.2.2.2 Klinische Signifikanz von MRD-Analysen bei ALL-Rezidiven 
Die Bedeutung der molekulargenetischen MRD-Untersuchungen bei ALL-Rezidiven im Kin-
desalter wurde durch Eckert et al.22 aus unserer Arbeitsgruppe in einer retrospektiven Analyse 
eines homogenen Patientenkollektivs, die aufgrund konventioneller Risikofaktoren beim Re-
zidiv einheitlich in die S2-Gruppe der Rezidivstudie ALL-REZ BFM 96 stratifiziert wurden, 
bestimmt (s. Abschnitt 2.1.1.2 und Tabelle 2). Patienten mit einer Leukämiezelllast < 10-3 vor 
dem 3. Behandlungsblock (Tag 35) hatten eine ausgezeichnete Prognose (pEFS 88 %) im 
Vergleich zu denen mit einer Leukämiezelllast > 10-3 (pEFS 20 %). Eine prognostisch eindeu-
tige, und damit auch therapeutisch entscheidende, Auftrennung der heterogenen ALL-REZ 
BFM Stratifizierungsgruppe S2 scheint durch diese Untersuchungen möglich zu sein. Basie-
rend auf diesen Daten22 und mittlerweile weiterer prospektiv erhobener Daten zur Relevanz 
von MRD bei Kindern mit ALL-Rezidiv werden die MRD-Kriterien zur Risikostratifizierung 
und Therapiesteuerung in der neuen Therapieoptimierungsstudie ALL-REZ BFM Pilot 200221 
mit herangezogen.  
In zukünftigen Rezidivstudien der BFM-Gruppe ist jedoch zu berücksichtigen, dass sich die 
Entität der Patienten, die ein Rezidiv erleiden, durch die MRD-gesteuerte Therapiestratifizie-
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rung bei ALL-Erstbehandlung verändern wird. Während in den ALL-Vorläuferstudien die 
meisten Rezidiv in den Standard- und mittleren Risikogruppen auftraten (über zwei Drittel), 
wurden Rezidive in der retrospektiven Analyse der Erstbehandlungsstudie ALL-BFM 90 nach 
MRD-Stratifizierungskriterien nur in den mittleren und Hochrisikogruppen (jeweils zur Hälf-
te) beobachtet.15 Rezidive traten bei MRD-Standardrisikopatienten nicht auf. Im Gegensatz 
hierzu betrug in der französischen EORTC-Studie die pEFS der MRD-Standardrisikogruppe 
80 %.14 Diese Unterschiede sind wahrscheinlich auf die unterschiedlichen Sensitivitäts- und 
damit auch cut-off Grenzen, die für die MRD-gesteuerte Stratifizierung festgelegt wurden, 
zurückzuführen. Es ist anzunehmen, dass Kinder, die ein ALL-Rezidiv erleiden, in Zukunft 
eine insgesamt höhere Therapieintensität bei Erstbehandlung bereits erhalten haben. 
3.2.2.3 Quantifizierung der Leukämiezelllast bei Translokationsleukämien  
In den aktuellen Therapieoptimierungsstudien zur Behandlung von Kindern mit einer ALL-
Ersterkrankung (ALL-BFM 2000) bzw. mit einem ALL-Erstrezidiv (ALL-REZ BFM Pilot 
2002) ist der quantitative Nachweis von MRD ein wesentlicher Bestandteil der molekularbio-
logischen Diagnostik, der die etablierten klinischen Parameter zur Therapiestratifizierung 
ergänzt. Die Verwendbarkeit verschiedener molekularer Marker zum MRD-Nachweis, wie 
klonspezifische TZR- und Ig-Genrekombinationen und leukämiezellspezifische Fusi-
onstranskripte TEL-AML1 und BCR-ABL konnten wir und andere Arbeitsgruppen bereits zei-
gen.178,196-200 Zum MRD-Nachweis kamen meist semiquantitative PCR-Techniken zur An-
wendung, so auch zum Nachweis des TEL-AML1-Fusionstranskripts,162,174,201 bis die real-time 
PCR Technik verfügbar wurde. Dieses Methode ermöglicht eine genaue Quantifizierung und 
so die Bestimmung der exakten Kopienzahl des Zielgens im Versuchsansatz (Abbildung 10). 
Im Rahmen der Therapiestudien ALL-REZ BFM erheben wir die Relevanz der quantitativen 
Bestimmung der Fusionsstranskripte TEL-AML1 und BCR-ABL, die molekularen Äquivalente 
der häufigsten chromosomalen Translokationen bei ALL-Rezidiven, zur sensitiven Beurtei-
lung der Therapie und des klinischen Verlaufs begleitend zur DNA-basierten Amplifiezierung 
klonaler Ig/TZR Genrekombination.  
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Abbildung 10: real-time PCR Amplifizierungskurven von Null bis 107 Kopien von TEL-
AML1 DNA und TEL-AML1 Standardkurve (log Kopienzahl vs. threshold cy-
cle (CT). 
Das von uns etablierte Verfahren zum quantitativen Nachweis des TEL-AML1-Fusions-
transkripts mittels LightCycler real-time Technologie ist bisher von keiner anderen Arbeits-
gruppe in der Literatur beschrieben. Retrospektiv konnten Proben von 27 Patienten, die zu 
definierten Zeitpunkten im Verlauf der Therapie eines Rezidivs einer TEL-AML1-positiven 
ALL gewonnen wurden, auf das Vorliegen von leukämischen Restzellen mittels der quantita-
tiven TEL-AML1 real-time PCR untersucht werden. Bei 37 der im Verlauf der ALL-
Rezidivtherapie von 16 Patienten entnommenen Kontrollknochenmarkproben wurden die 
Ergebnisse des TEL-AML1 LightCycler assays mit einer etablierten DNA-basierten MRD-
Nachweismethode (LightCycler real-time PCR mit TZR/Ig-Genrekombinationen als klonspe-
zifische Marker) 200 verglichen. Die Methoden zeigten eine gute Übereinstimmung der Ergeb-
nisse.  
Die Kaplan-Meier Analyse des ereignisfreien Überlebens für die TEL-AML1-positiven ALL-
Rezidivpatienten, die vor dem 3. Block der Polychemotherapie MRD positiv oder negativ 
waren (positiv definiert als MRD > 10-3, negativ definiert als MRD <10-3) ergab einen signi-
fikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen zugunsten der zum angegebenen Zeitpunkt 
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_____  MRD neg.: n=  20; cens.= 17 pEFS= .75 ± .13 
-- -- --   MRD pos.: n=    7; cens.=   3 pEFS= .00 ± .00 
   
 log-rank Test: p = 0.034  
 
Abbildung 11: Kaplan-Meyer Analyse der EFS-Wahrscheinlichkeit von TEL-AML1-positiven 
ALL-Rezidivpatienten (Stratifizierungsgruppe S2) anhand des Nachweises von 
MRD vor dem 3. Therapieblock des Protokolls ALL-REZ BFM 96.  
3.2.3 Zusammenfassung: Signifikanz von MRD bei ALL-Rezidiven 
Die Ergebnisse der MRD-Studien bei Kindern mit ALL-Rezidiv und –Ersterkrnakung lassen 
sich folgendermaßen zusammenfassen. Das frühe Ansprechen auf die Therapie ist einer der 
wichtigsten prognostischen Faktoren bei dieser Erkrankungen. Bei Kindern mit einer Leukä-
mie ist die MRD-Bestimmung mit hoch-sensitiven und spezifischen quantitativen Methoden 
fähig, die individuelle Therapieantwort von jedem einzelnen Patienten zu erfassen. Unsere 
Ergebnisse legen nahe, dass bei Kindern mit ALL-Rezidiv, das Ausmaß der biologischen Re-
aktion der Leukämiezellen auf die Therapie eine frühe Aussage über die Heilungschancen 
erlaubt und damit einen zuverlässigen Parameter für Therapieentscheidungen liefert. Patien-
ten, die ihre residuellen Leukämiezellen rasch verlieren, haben exzellente Heilungschancen 
durch eine alleinige Chemotherapie (in Kombination mit präventiver Schädelbestrahlung). 
Folglich sind bei diesen Patienten keine therapeutischen Ansätze indiziert, die mit einer höhe-
ren Morbiditäts- und Mortalitätsrate verbunden sind. Ob intensivere Maßnahmen für Patien-
ten nützlich sind, die nur eine langsame Reduktion ihrer Leukämiezellen zeigen, bleibt derzeit 
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ungeklärt. Sequentielle prospektive MRD-Untersuchungen im Verlauf der Therapie könnten 
wichtige therapeutische Entscheidungshilfe liefern, die akuten Toxizitäten und Spätfolgen zu 
minimieren. Aufbauend auf diesen publizierten und weiteren prospektiv erhobenen Ergebnis-
sen werden die MRD-Kriterien zur Therapiestratifizierung im aktuellen Therapieoptimie-
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3.3 PROJEKT 3: DNA-DOPPELSTRANGBRUCH-REPARATUR  
3.3.1 DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur 
DNA-Doppelstrangbrüche (DSB) entstehen nicht nur durch exogene Einflüsse sondern auch 
durch zelluläre Prozesse und während spezieller Rekombinationsvorgänge. Zur Vermeidung 
destruktiver Folgen einer DNA-Schädigung haben Zellen einige Schutzmechanismen entwi-
ckelt. Bei einer ausgeprägten DNA-Schädigung können Zellen in einem Stadium des Wachs-
tumsarrests (Replikationstod) verharren oder sie können einen programmierten Zelltod (A-
poptose) einleiten. Ein alternativer Schutzmechanismus wird durch die Wechselbeziehung 
zwischen Zellzykluskontrollpunkten und DNA-Reparatur bewirkt. Nach einer DNA-
Schädigung können Zellen Zellzykluskontrollpunkte vor der Replikation des Genoms, wäh-
rend der Replikation oder der Chromosomentrennung aktivieren. Die DNA-Integrität wird 
während des Zellzyklusarrests durch DNA-Reparaturmechanismen wiederhergestellt. Die 
Reparaturgenauigkeit ist letztendlich für das Schicksal der Zellen verantwortlich. Ungenaue 
Korrekturen können Mutationen und/oder chromosomale Veränderungen (Genominstabilität) 
verursachen. Für die Genese maligner Erkrankungen sind vor allem zwei Formen der Genom-
instabilität ausschlaggebend. Während die Mutationsinstabilität durch Punktmutationen oder 
kleine Deletionen charakterisiert ist (assoziiert mit mismatch Reparaturdefekten), zeichnet 
sich die chromosomale Instabilität durch große Chromosomenrekombinationen mit ein-
schneidenden Auswirkungen auf das Differenzierungs- und Proliferationsprogramm der Zel-
len aus (s. Abschnitte 2.3 und 3.1.2.)  
3.3.2 Mutationen im NBS1-Gen  
Beim Menschen sind drei autosomal-rezessive Erkrankungen bekannt, die durch ihre große 
Empfindlichkeit gegenüber ionisierenden Strahlen in Verbindung mit einer Immundefizienz 
und einem stark erhöhten Risiko für Neoplasien des lymphatischen Systems gekennzeichnet 
sind: Die Ataxia telangiektasia (AT) 202 und die ATLD (AT-like Disorder) 203 sowie das Nij-
megen Breakage Syndrom (NBS).204,205 In zellbiologischer Hinsicht besteht eine weitgehende 
Übereinstimmung: Die Zellen weisen eine besondere Empfindlichkeit gegenüber ionisieren-




Im Falle des NBS1-Gens konnte der direkte Beweis geliefert werden, das das Genprodukt, 
Nibrin, Teil eines Proteinkomplexes ist, der direkt in die DSB-Reparatur und auch in be-
stimmte Rekombinationsprozesse einbezogen ist.204,205 Dazu zählen auch das Protein des 
hMRE11-Gens, dessen Mutation zur ALTD führt, sowie das hRAD50-Protein. Das ATM (AT 
mutierte) Genprodukt, eine Serin/Threoninkinase, interagiert mit diesem Proteinkomplex und 
phosphoryliert Nibrin.207,208 Des Weiteren ist es in weiteren Prozesse wie die Apoptose und 
Zellzykluskontrolle involviert.209,210 ATM und Nibrin sind folglich sequentielle Komponenten 
eines S-Phasekontrollpunktes, der nach DNA-Schädigung durch ionisierende Strahlen einen 
S-Phasearrest bewirkt. In AT- oder NBS-Zellen ist dieser Kontrollpunkt nicht funktionsfähig, 
wodurch es zur DNA-Synthese bei gleichzeitig vorhandenem DNA-Schaden kommt (Anmer-
kung: ATM werden Funktionen in verschiedenen Kontrollpunkten zugeschrieben: G1-Arrest 
durch Regulierung der p53-Phosporylierung; S-Phasearrest durch NBS1-Phosphorylierung; 
G2/M-Inhibition durch Interaktion mit hChk2-Kinase). Die Funktion beider Proteine im glei-
chen Prozess erklärt die phänotypischen Ähnlichkeiten beider Erkrankungen. Mit einem De-
fekt in diesem Gen kann so das komplexe klinische Bild beim NBS aus Immundefizienz und 
Gonadendysgenesie, erhöhter spontaner und strahleninduzierter Chromosomenbrüchigkeit 





















Von besonderer Bedeutung ist, dass DSB physiologischerweise bei den Rekombinationspro-
zessen der Meiose sowie den Umbauten der TZR- und Ig-Genen der unreifen T- und B-Zellen 
eintreten und die genannten Gene hierbei involviert sind.210,212 Erwähnenswert ist zudem, 
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dass sowohl biallelisch mutierte NBS1m/m- 213 als auch ATM-/- knockout-Mäuse206,214 an 
Lymphomen erkranken und zugrunde gehen. Damit könnte im Prinzip erklärt werden, wes-
halb die AT-, ATLD- und NBS1-Patienten gerade ein so hohes Risiko für Lymphome und 
Leukämien der B- und T-Zellreihe entwickeln: Die spontan auftretenden DSB in diesen Zel-
len werden nur fehlerhaft bzw. unvollständig behoben, was in Verbindung mit der ebenfalls 
gestörten (verzögerten) Einleitung der Apoptose, das hohe Krebsrisiko bedingt.210,213 Bisher 
konnten in der N-terminalen Region von Nibrin zwei Domänen nachgewiesen werden, FHA 
und BRCT.204 Beide Domänen sind in einer Reihe von anderen Proteinen vorhanden, die an 
der Zellzykluskontrolle beteiligt sind. Auf der Basis von epidemiologischen Daten wird ein 
erhöhtes Malignomrisiko bei NBS-Heterozygoten angenommen. Das Risiko ähnelt dem von 
ATM und weiteren Syndromen, die mit einer Immundefizienz assoziiert sind.212  
Bei T-prolymphatischen Leukämien (T-PLL) wurden in der Mehrzahl der Fälle Deletionen 
des ATM-Gens als somatische Mutationen gefunden, wobei die nicht deletierte Kopie des 
ATM-Gens häufig missense Mutationen aufwies.215,216 Diese Befunde legen nahe, dass das 
ATM-Gen in T-PLL als Tumorsuppressorgen fungiert. Im Fall der B-CLL hingegen fanden 
sich auch zahlreiche Fälle, bei denen nur das eine Allel von einer Punktmutation betroffen 
war und daher Haploinsuffizienz bzw. ein dominant-negativer Effekt als pathogenetischer 
Mechanismus infrage kommt.217,218 Kürzlich konnten wir die Bedeutung von missense Muta-
tionen im NBS1-Gen für die ALL zeigen.219 Wie bei dem ATM-Gen scheinen Null-
Mutationen hierbei von untergeordneter Bedeutung zu sein, da die häufigste NBS1-Mutation, 
657DEL5, nicht gehäuft im Mammacarcinom220 oder Non-Hodgkin Lymphom vor-
kommt.221,222 Diese Befunde sprechen dafür, dass insbesondere missense Mutationen in den 
ATM-, NBS1-, hMRE11- und hRAD50-Genen eine wichtige Rolle in der Tumorgenese von 
lymphatischen Geweben spielen.  
 
3.3.2.1 NBS1-Mutationen bei ALL-Rezidiven 
Im vorliegenden Kontext ist von besonderer Bedeutung, dass wir 4 neue missense Mutationen 
im NBS1-Gen bei insgesamt 7 der 47 KM-Proben von Kindern mit ALL-Erstrezidiv fanden 
(5/42 BVZ-ALL; 2/5 T-ALL).219 Alle Mutionen führen zu einem Aminosäureaustausch im 
Nibrin-Protein: S93L (1), D95N (1), I171V (4), R215W(1). Die letztgenannte Mutation wurde 
auch in einer populationsbasierten Studie von neun Gesunden slawischer Abstammung ge-
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funden, die zur Bestimmung der Frequenz der NBS1-Hauptmutation 657del5 durchgeführt 
wurde. Unklar ist, ob dieser Austausch eine prädisponierende Mutation oder eine seltene Se-
quenzvariante darstellt. Bei vier Patienten konnte der heterozygote konstitutionelle NBS1-
Genotyp in normalen Blutzellen bestätigt werden. Hingegen konnte bei einem Patienten die 
D95N-Mutation nicht in dessen normalen Zellen gefunden werden, so dass diese de novo in 
seinen Leukämiezellen entstanden sein muss.  
Drei der hier gefundenen Aminosäuresubstitutionen sind von besonderem Interesse. Diese 
liegen in den zwei bisher bekannten Nibrindomänen (S93L und D95N in FHA; I171V in 
BRCT), die für die Protein-Protein-Interaktionen und damit für die Nibrinfunktion verant-
wortlich sind. Die Substitutionen D95N und I171V betreffen außerdem Aminosäuren, die 
bekanntlich bei Proteinen mit FHA- und BRCT-Domänen konserviert sind.223,224 Im Unter-
schied zu allen bisher bei NBS1-beschriebenen Mutationen, die zu einer Verkürzung des Pro-
teins führen und distal der FHA-/ BRCT-Domänen auftreten, 204 sind alle in unserer Studie 
über ALL-Rezidive beobachteten Veränderungen Punktmutationen. Nichtsdestotrotz könnten 
einige Nibrinfunktionen durch diese Punktmutationen inaktiviert werden. ATM-Patienten 
haben meistens ebenfalls trunkierende Mutationen.225 Im Gegensatz hierzu sind die meisten 
ATM-Mutationen, die bei Patienten mit B-CLL, T-PLL oder Mamma carcinom nachgewiesen 
wurden, missense Mutationen.217,226,227 Angesichts der hohen Inzidenz von NBS1-Mutationen 
bei ALL-Rezidiven untersuchen wir gegenwärtig größere Patientenkollektive auch bei ALL-
Ersterkrankungen. Bisher konnten weitere wie z.B. die heterozygoten Mutationen 657del5 
und V210F gefunden werden (Keimbahn- bzw. somatische Mutationen).  
Diese neuen NBS1-Punktmutationen sowie die trunkierende Mutation in Verbindung mit der 
möglichen Funktion von Nibrin legt die Annahme nahe, dass das NBS1-Gen einen Suszeptibi-
litätsfaktor darstellt und an der Pathogenese der ALL beteiligt sein könnte. Ein möglicher 
Mechanismus, der die Inaktivierung des NBS1-Gens bewirkt, könnte ein dominant-negativer 
Effekt der missense Mutation sein. Folgerichtig sollten Träger von mutanten NBS1-Allelen 
eine erhöhte Strahlenempfindlichkeit aufweisen und ionisierende Strahlen vermeiden. Dies 
hätte einschneidende Auswirkungen auf die Therapiewahl, und die Protokolle zur Behandlung 
der neoplastischen Erkrankung müssten entsprechend modifiziert werden.  
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3.3.3 Zusammenfassung: NBS1-Mutationen bei ALL-Rezidiven  
Das bislang größte bekannte Risiko, Neoplasien des lymphatischen Systems zu entwickeln, 
weisen Patienten mit Mutationen in solchen Genen auf, die mittel- oder unmittelbar in die 
Reparatur von DSB einbezogen sind. Damit einher geht eine Immundefizienz und Chromo-
someninstabilität sowie eine besondere Empfindlichkeit gegenüber ionisierenden Strahlen. 
Die derzeit wichtigsten dieser Gene sind NBS1, ATM und MRE11. Inzwischen gibt es erste, 
überzeugende Belege, dass auch somatische Mutationen in diesen Genen eine wichtige Rolle 
in der Genese bestimmter maligner Erkrankungen spielen. Dies wird durch die hier gefundene 
hohe Inzidenz von (neu entdeckten) Mutationen im NBS1-Gen in Proben von Kindern mit 
ALL-Rezidiv untermauert. Als Konsequenz müssten wegen der potentiell erhöhten Strahlen-
empfindlichkeit bestimmter NBS1-Genotypen therapeutische Konzepte, die Strahlentherapie-
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3.4 PROJEKT 4: ZELLZYKLUS, ZELLZYKLUSKONTROLLE 
Der Zellzyklus wird durch sequentielle Aktivierung und Inaktivierung von Proteinkinasen 
kontrolliert, die als zyklinabhängige Kinasen (cyclin-dependent kinase, CDK) bezeichnet 
werden (s. Übersichtsarbeit128). Jede CDK liegt assoziiert mit einer Zyklin genannten Unter-
einheit vor, welche essentiell für die katalytische Aktivität und Substraterkennung ist. Unter 
den Mitgliedern der Zyklinfamilie wurde Zyklin D1 als ein Onkogen und als wahrscheinli-
cher Effektor mitogeninduzierter Proliferation in der G1-Phase des Zellzyklus identifiziert. 
Die Haupt-CDK-Bindungspartner von Zyklin D1 sind die eng verwandten CDK4 und 
CDK6.128 Die Aktivität dieser Kinasen wird auf mehreren Ebenen reguliert, vor allem aber 
durch Assoziation mit inhibitorischen Untereinheiten, den so genannten zyklinabhängigen 
Kinaseinhibitoren (cyclin-dependent kinase inhibitors; CDKI). Einer dieser Inhibitoren, 
p16INK4a (INK4; inhibitor of CDK4), wurde zuerst als ein CDK4-assoziiertes Protein in 
menschlichen Zellen gefunden und im Folgenden als ein spezifischer Inhibitor der CDK4-
6/Zyklin-D-Kinasen charakterisiert.228,229 Seitdem sind drei weitere Mitglieder der INK4-
Familie identifiziert worden (p15INK4b, p18INK4c und p19ARF/INK4d).230-232 
Das Substrat der CDK4-6/Zyklin D-Kinasen ist das Retinoblastomprotein (pRB) (s. Über-
sichtsarbeiten128,233). Es wirkt hemmend auf die Passage von der G1- zur S-Phase des Zell-
zyklus, indem es notwendige TF für den G1/S-Übergang (vor allem die der E2F-Familie) bin-
det und damit deren Aktivität unterdrückt. Die Komplexe von pRB-Familienmitgliedern mit 
verschiedenen E2F-TF bewirken aktiv die Suppression der Genexpression verschiedener Ge-
ne durch Rekrutierung von HDAC und von anderen chromatinremodulierenden Faktoren an 
E2F-abhängigen Promotoren.234,235 Die exakte Abfolge ist mindestens in Teilen auch zelltyp-
spezifisch. Es wird jedoch gemeinhin angenommen, dass die D-Zykline zusammen mit CDK4 
oder CDK6 die initiale Phosphorylierung ihrer Zielproteine auslösen (u.a. die Pocketproteine 
pRB, p107 und p130). Später in der G1-Phase tragen Zyklin E/CDK2- und am G1/S-Übergang 
auch Zyklin A/CDK2-Komplexe mit zur pRB-Phosphorylierung bei. Die pRB-
Phosphorylierung durch CDK4-6/Zyklin D-Kinasen hebt dessen Assoziation mit E2F und 
HDAC auf (s. a. Abschnitt 3.1).236,237 Die E2F- und andere mit pRB-assoziierte TF werden 
freigesetzt und die E2F-abhängige Genexpression wird ermöglicht. Die E2F-TF regulieren 
zur DNA-Replikation notwendige Gene (u. a. Enzyme zur DNA-Metabolisierung und –
Synthese; Bildung von Zyklin E /- A). Die G2-Phase wird offenbar von der Aktivität der 
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Zykline A und B mit CDK1 als Partner dominiert. Eine Aktivierungskaskade, die Zyklin 
B/CDK1 beinhaltet, leitet schließlich den Beginn der Mitosephase ein.238 
Die hypophosphoryllierten Formen der pRB-Familienmitglieder blockieren somit den S1-
Übergang durch die Hemmung des E2F-Transkriptionsprogramms. Die Phosphorylierung von 
pRB beginnt während der G1-Phase, erreicht ihr Maximum am sogenannten G1-Phase-
Restriktions-Punkt (G1/R-Punkt) und hält bis zum Ende der M-Phase an. Der Phosphorylie-
rungsgrad von pRB am G1/R-Punkt, entscheidend für die S-Phaseprogression der Zellen, 
wird durch p15 und p16 indirekt erniedrigt. Diese inhibieren die Bindung von Zyklin D an 
CDK4 und damit die Phosphorylierung von pRB.  
3.4.1 Regulation des Zellzyklus 
Externe und interne wachstumsfördernde und –inhibierende Signale werden in der G1-Phase 
integriert. Die transkriptionelle Induzierung sowohl der Zykline und CDK als auch posttrans-
lationelle Modifikation dieser Moleküle sind entscheidend für das Voranschreiten des Zell-
zyklus. Zyklin/CDK-Komplexe werden auf verschiedenen Wegen aktiviert: CDK benötigen 
sowohl die spezifische Phosphorylierung durch einen anderen Zyklin/CDK-Komplex128,233 als 
auch die Dephosphorylierung durch spezifische Phosphatasen. 239 Als Zellzyklusbremsen 
wirken hingegen zwei Klassen von Proteinen, die beide Zyklin/CDK-Komplexe inhibieren 
können: die Cip/Kip-Familie von CDK-Inhibitoren, bestehend aus p21CIP1, p27KIP1 und 
















Abbildung 13: G1-Zellzykluskontrolle durch D-Zykline, INK4-CDKI´s und pRB. Die CDKI´s 
p15INK4b und p16INK4a binden an CDK4 und verdrängen dadurch Zyklin D aus der Bindung. 
Damit wird die Phosphorylierung von pRB verhindert. Der Phosphorylierungszustand von 
pRB am G1-R-Punkt ist entscheidend für die Progression der Zelle in Richtung S-Phase. 
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3.4.2 Die Tumorsuppressorproteine p16INK4a, p15INK4b, p19INK4d 
Vier INK4-Proteine (p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c, p19INK4d) inhibieren spezifisch die Aktivität 
der Zyklin-D-abhängigen Kinasen und verhindern damit die Proteinphosphorylierung der RB-
Familie.240 Das für p15INK4b kodierende Gen INK4b bzw. MTS2 (multiple tumor suppressor 2) 
besteht aus zwei Exons (Chromosoms 9; 9p21). In dieser Region treten bei ALL und zahlrei-
chen anderen Tumoren häufig chromosomale Inversionen, Translokationen, Heterozygotie-
verlust (loss of heterozygosity, LOH) und biallelische Deletionen auf.241 
Der p16INK4a-Genort, unmittelbar neben dem p15INK4b-Gen gelegen, kodiert zusätzlich noch 
für ein anderes Protein, genannt p19ARF/INK4d (ARF = alternative reading frame).242 Dieses 
besitzt einen anderen Promotor, ein anderes Exon 1 (Exon 1β) als p16INK4a und ein anderes 
Leseraster. Bereits bekannt ist eine ubiquitäre Expression des ARF-Transkripts, im Gegensatz 
zu einer eher gewebespezifischen bei p16INK4a; p19ARF induziert (ebenso wie p16INK4a und 
p15INK4b) in p16INK4a-defizienten Zellen einen nahezu kompletten G1-Arrest, ohne jedoch an 
einen der bekannten Zyklin/CDK-Komplexe zu binden.243 Die Rolle von p19ARF liegt im p53-
Signalweg des Zellzyklus; es stabilisiert p53, indem es an mdm2, ein Onkoprotein, bindet und 
dessen Export ins Zytoplasma verhindert, wo mdm2 normalerweise im Komplex mit p53 ab-
gebaut wird.244 Dass kein Mitglied der INK4-Familie essentiell für die Zellzykluskontrolle ist, 
wird durch die normale Entwicklung von INK4-/--Mäusen erkennbar.240 Jedoch neigen 
p16INK4a -/- Mäuse dazu, einen Tumor unterschiedlicher Histologie zu entwickeln, vor allem 
nach Exposition mit chemischen Karzinogenen und radioaktiven Strahlen.245 
3.4.2.1 Alterationen des INK4-Locus bei ALL im Kindesalter 
Durch die Tumorsuppressorproteine p15INK4b, p16INK4a, p19ARF und deren Bindungspartner 
CDK4 wird eine negative Wachstumskontrolle auf den Zellzyklus ausgeübt. Dieser den Zell-
zyklus bremsende Mechanismus kann auf dreierlei Weise gestört sein:  
• Eine große Anzahl der ALL weisen homozygote Deletionen des p15/p16-Gens (INK4b/a) 
auf.154,246-250 Dies deutet auf eine zentrale Rolle dieser CDKI bei der Entste-
hung/Progression dieser Erkrankung hin. 
• Durch Methylierung des INK4a/b-Promotors, die unter anderem auch bei Leukämien be-
kannt ist, wird die Transkription des Gens verhindert. 
• Aus einer Punktmutation in der p15/p16-bindenden Domäne von CDK4, bei einigen Pati-
enten mit malignem Melanom vorhanden, resultiert die Entkopplung dieses Enzyms von 
seinen physiologischen Inhibitoren p15 und p16. 
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Die häufigen Deletionen von INK4a/b bei ALL und die Methylierung des INK4a/b-Promotors 
haben somit die gleiche Auswirkung wie die ebenfalls oben beschriebene Punktmutation in 
der p15/16-bindenden Domäne von CDK4: Sie verursachen durch Wegfall der CDK-
Repression eine permanent hohe Konzentration phosphorylierten pRB und somit eine ver-
stärkte Zellproliferation (siehe folgende Abbildung 3). Da durch die homozygote INK4a/b-
Deletion zwei wichtige negative Zellzyklusregulatoren wegfallen, könnten diese Veränderun-
gen mit einer Erhöhung der Anzahl von leukämischen Zellen in der S-Phase assoziiert sein. In 
diesem Projekt wurde die Prävalenz und klinische Bedeutung der Deletionen von INK4a und 
INK4b, des Methylierungsstatus des INK4a/b-Promotors sowie der Punktmutationen und an-
dere genetische Aberrationen in der CDKI-Bindungsdomäne von CDK4 in Leukämiezell-
DNA analysiert. Zuerst sollen die bekannten Ergebnisse bei ALL-Ersterkrankung dargestellt 
werden.  
3.4.2.2 Deletionen des INK4-Locus bei ALL im Kindesalter 
Die biallelische Deletion ist die mit Abstand häufigste bisher gefundene genetische Abnorma-
lität bei T-ALL-Ersterkrankungen im Kindesalter (bis zu 90 %), wird aber auch bei etwa 30 - 
40 % der BVZ-ALL im Kindesalter gefunden.154,246-250 Bezüglich einer Korrelation dieser 
Erkenntnisse mit anderen bekannten prognostisch relevanten Merkmalen liegen widersprüch-
liche Daten vor. Während einige Arbeiten eine Assoziation von INK4a/b-Deletionen mit 
prognostisch ungünstigen Faktoren (hoher leukämischer Zellmasse/Leukozytenzahl, Kario-
typveränderungen, mediastinale Infiltration) fanden,247,248 konnten andere dies an einer größe-
ren Anzahl an Patienten nicht bestätigen.154,250 Die erwartete Assoziation von INK4a/b-
Deletionen bei ALL-Ersterkrankungen mit einer schlechten Prognose (niedrigere Fünf-Jahres-
Überlebenszeit als Patienten mit nicht-deletierten INK4a/b-Allelen) konnte nicht gefunden 
werden.154,250 Dieser scheinbare Widerspruch könnte darin begründet liegen, dass nur ein Me-
chanismus der INK4a/b-Inaktivierung untersucht wurde und damit die gefundenen Inzidenzen 
möglicherweise nicht alle inaktivierten Allele erfassen.  
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3.4.2.3 Methylierung des INK4a/b-Promotors bei ALL im Kindesalter 
De novo Methylierung in den Promotoren bestimmter, normalerweise unmethylierter Gene ist 
eine der am häufigsten gefundenen Veränderungen in menschlichen Tumoren.251 Dieses Phä-
nomen ist eng mit der Transkriptionsinhibition des betreffenden Genes assoziiert, wie bei-
spielsweise bei den stark hypermethylierten Genen des inaktiven X-Chromosoms.252 Eine 
globale Hypomethylierung der malignen Genome wird begleitet von einer regionalen Hyper-
methylierung.253 Der Mechanismus der INK4a/b-Inaktivierung durch Promotormethylierung 
an mehreren Cytosin- und Guanin-reichen Regionen (5'-CpG-islands) ist bei vielen Tumoren 
und Zelllinien speziell für INK4a bekannt.254,255 Von den zwei bisher hierzu vorliegenden 
Untersuchungen zu Leukämien wird von einer Arbeitsgruppe in einem hohen Prozentsatz (50 
%) der untersuchten Fälle von AML und ALL im Kindesalter eine INK4b-Inaktivierung durch 
CpG-Methylierung beschrieben, die sich nicht auf INK4a erstreckte.256,257 Die Ergebnisse 
zum Methylierungsstatus des INK4a/b-Promotors in Leukämiezell-DNA von Kindern mit 
ALL-Rezidiv wurden bisher noch nicht publiziert, sie sind in Abschnitt 3.4.4 zusammenge-
fasst.  
3.4.2.4 Zyklinabhängige Kinase CDK4 
Die CDK4 ist ein Mitglied einer Familie von Kinasen, die alle jeweils assoziiert an regulato-
rische Untereinheiten, die sogenannten Zykline, vorliegen. Die zunehmende pRB-
Phosphorylierung während der G1-Phase durch einem Komplex aus Zyklin D1 und CDK4 
befreit die Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie aus der festen pRB-Bindung. Daraus re-
sultierend üben diese TF ihre wachstumsfördernden Effekte auf verschiedene Zielgene aus, 
die für die S-Phase benötigt werden. Die CDK-Inhibitoren INK4a und 4b (p16INK4a, p15INK4b) 
regulieren negativ den G1-Restriktionspunkt durch ihre Bindung an CDK4. Störungen dieser 
Sequenz von Ereignissen entweder durch RB-Genmutationen, Überexpression von Zyklin-D1, 
Amplifikationen oder Mutationen von CDK4 oder Inaktivierung der INK4-Familie (p16INK4a, 
p15INK4b, p19ARF) durch submikroskopische biallelische Deletionen sind mit der Tumorgenese 
assoziiert.  
Während, wie in Abschnitt 3.4.3 ausführlich beschrieben, homozygote INK4-Deletionen und 
Hypermethylierungen des Promoters von p15INK4b die häufigsten inaktivierenden Mutationen 
dieses Kontrollabschnittes bei ALL sind, wurde der Bedeutung von CDK4-Veränderungen 
bei ALL im Kindesalter wenig Beachtung geschenkt. Amplifikationen des CDK4-Gens sind 
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in einigen Tumoren, Überexpression von CDK4 in vielen Tumorzelllinien sowie 
Punktmutationen in der INK4-bindenden Domäne von CDK4 bei Patienten mit familiärem 
malignen Melanom bekannt. Mutationen in dieser kritischen Region (Exon 2) resultieren in 
der Aufhebung der Bindung von p16INK4a und p16INK4b. Eine p16INK4a-insensitive CDK4-
Mutante wurde bei einem Patienten mit sporadischem Melanom entdeckt, die von 
patienteneigenen zytolytischen T-Lymphozyten erkannt wurde.258 
3.4.3 Homozygote p16INK4a- und pINK4b-Deletionen bei ALL-Rezidiven 
Im Unterschied zu den zahlreichen INK4a/b-Deletionsanalysen bei ALL-Ersterkrankungen 
lagen bis vor kurzem keine für Rezidive vor. Zur Bestimmung der Prävalenz und der prognos-
tischen Relevanz von p16INK4a- und pINK4b-Deletionen beim Rezidiv wurden KM-Proben von 
125 Kindern untersucht, die entsprechend den Rezidivprotokollen ALL-REZ BFM 90/96 be-
handelt wurden.259 Die Prävalenz von homozygoten p16INK4a- und pINK4b-Deletionen betrug 
bei den BVZ-Rezidiven (n = 109) 35 % und 30 %, bei den T-Zell-Leukämien jeweils 73 % (p 
= 0.001). Die Analysen ergaben eine hoch-signifikante Assoziation zwischen dem Vorliegen 
von biallelischen Gendeletionen, sowohl von p16INK4a als auch p15INK4b, und der Dauer der 
Erstremission sowie dem Immunphänotyp, die beide die wichtigsten prognostischen Determi-
nanten beim Rezidiv darstellen. Die Dauer der Erstremission war signifikant kürzer (p < 0.01) 
bei Patienten mit einer p16INK4a- oder einer p15INK4b-Deletion im Vergleich zu denen, die kei-
ne Deletion aufwiesen. Weiterhin bestand eine signifikante Assoziation zwischen p16INK4a-
Deletionen und höheren peripheren Blasten- und Leukozytenzahlen (p = 0.004). Zwischen 
den beiden deletionsdefinierten Gruppen konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede 
bezüglich der Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens festgestellt werden.  
Die Prävalenz von homozygoten Deletion bei ALL-Rezidiven (p16INK4a 35 %, p15INK4b 30 %) 
war geringgradig höher als die publizierten bei Ersterkrankungen. Die Prävalenz der INK4-
Deletionen bei BVZ-ALL variieren jedoch in 9 ALL-Ersterkrankungsstudien zwischen 10 - 
20 % und bei T-ALL zwischen 60 - 80 %. Die höhere Prävalenz beim Rezidiv könnte als ein 
Indikator einer schlechteren Prognose bei ALL-Ersterkrankung interpretiert werden. Alterna-
tive könnte dies ebenfalls auf das Auftreten von neuen Deletionen während des Intervalls 
zwischen Ersterkrankung und Rezidiv zurückzuführen sein.260 
Generell gilt, dass sich mit Hilfe der Prävalenzbestimmung von genetischen Veränderung, in 
diesem Fall von INK4-Deletionen, beim ALL-Rezidiv auch indirekt Aussagen über deren 
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Bedeutung bei der Ersterkrankung machen lassen. Wenn die Prävalenzen beim Rezidiv gleich 
wären wie bei der Ersterkrankung, könnte man folgern, dass die INK4-Deletionen bei der Er-
sterkrankung keine Bedeutung haben in dem Sinne, dass Patienten mit dieser Alteration eine 
höhere Rezidivchance hätten (pRFS höher) als diejenigen ohne Deletion. In diesem Fall 
müssten die Deletionen in der Gruppe der Rezidive einen prozentual höheren Anteil ausma-
chen als in der Gruppe der Ersterkrankungen. Diese Überlegung bezieht sich streng genom-
men nur auf die pRFS bei Ersterkrankungen, denn sämtliche frühen- und therapiebedingten 
Todesfälle in der Ersterkrankungstherapie würden überhaupt nicht erst als Rezidive auftau-
chen, jedoch einen Einfluss auf die pEFS und die Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit (pro-
bability of total survival, pTS) haben. Zusammengefasst prüft man mit der INK4-
Deletionsprävalenzbestimmung bei ALL-Rezidiven also indirekt auch deren Einfluss auf die 
pRFS bei ALL-Ersterkrankungen. 
Unsere Untersuchungen bestätigen die bei ALL-Ersterkrankungen bekannte Korrelation zwi-
schen T-Zellphänotyp und hohen Leukozytenzahlen sowie INK4-Deletion. Zusätzlich fanden 
wir eine signifikante Assoziation zwischen INK4-Deletion und dem wichtigsten ungünstigsten 
prognostischen Marker, eine kurze Erstremissionsdauer. Interessant ist, dass trotz dieser Dele-
tion kein signifikanter pEFS-Unterschied zwischen der Gruppe mit und der ohne INK4-
Deletion bestand. Diese Tatsache lässt eine prognostische Bedeutung der INK4-Deletionen 
bei ALL-Rezidiven als sehr unwahrscheinlich erscheinen.  
Diese bei Kindern mit ALL-Rezidiv erhobenen Daten könnten möglicherweise die wider-
sprüchlichen Ergebnisse bei ALL-Ersterkrankungen erklären. Patienten mit INK4-Deletion 
neigen dazu, ein Jahr früher ein Rezidiv zu bekommen (Mediane Erstremissionsdauer 2.1 vs. 
3 Jahre). Entsprechend könnten die Beobachtungszeiten in einigen Studien zu kurz sein. Dies 
würde eine Verzerrung der Ergebnisse zu ungunsten der Patientengruppe mit INK4-Deletion 
bewirken, bei denen mehr Ereignisse auftreten. In den 2 Studien, die eine Korrelation zwi-
schen INK4-Deletion und ungünstiger Prognose sahen, war die mediane Beobachtungszeit 
3.25 Jahre bzw. wurde nicht angegeben. Hingegen konnte die größte bisher durchgeführte 
Studie mit 155 ALL-Ersterkrankungen und einer langen Nachbeobachtungszeit von 5 Jahren 
keinen prognostischen Effekt finden. 
Carter et al. berichten ebenfalls über eine Korrelation zwischen p16INK4-Deletion und ungüns-
tigem Therapieerfolg bei ALL-Ersterkrankungen im Kindesalter. Aus methodischen und theo-
retischen Erwägungen wurden in unserer Studie hemizygote INK4-Deletionen nicht unter-
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sucht.261 Theoretisch könnte dies den ungünstigen Einfluss der INK4-Deletionen auf die Prog-
nose verdecken, da die potentiell vorhandenen hemizygoten Deletionen der Gruppe ohne 
Deletionen zugerechnet würden. Heymans et al.247 fanden im Gegensatz zu Carter et al. je-
doch keinen pEFS-Unterschied zwischen Patienten mit hemizygot-deletierten und solchen mit 
Wildtyp-Genotyp.246 Eine Validierung unserer Daten und der von anderen durch eine geeig-
nete Methode (z.B. Fluoressenz in situ Hybridisierung) wäre sinnvoll. Des Weiteren müssen 
durch weitere Studien, die immunhistochemische und Methylierungsanalysen einschließen, 
die alternativen Mechanismen der Inaktivierung des INK4-Tumorsuppressorgens zur Klärung 
der prognostischen Signifikanz dieser häufigsten genetischen Veränderung bei ALL-
Ersterkrankung und –Rezidiv im Kindesalter untersucht werden.  
3.4.4 INK4b-Promotormethylierung 
Im Gegensatz zu INK4b wird weder in akuten noch in chronischen Leukämien eine INK4a-
Promotormethylierung gefunden, wohingegen dieser Inaktivierungsmechanismus bei Lymph-
omen eine wichtigere Rolle zu spielen scheint. Zwischen hoch- und niedrigmalignen NHL 
und Burkitt-Lymphom bestehen ebenso unterschiedliche Methylierungsmuster beider Gene. 
256 Bei niedrigmalignen NHL findet sich in nur 9 % eine INK4a-Promotor-
Hypermethylierung, während hochmaligne NHL zu 85 % diese Aberration aufwiesen 
(p<0,005).257 Burkitt-Lymphome scheinen in einem hohem Prozentsatz (>50 %) eine Inakti-
vierung beider Gene aufzuweisen, sowohl durch homozygote Deletion als auch durch Hyper-
methylierung beider Gene.257 
Bezüglich der ALL im Kindesalter existiert bisher nur eine Arbeit, welche versucht, einen 
Bezug von INK4b-Methylierung zur Prognose der Erkrankung herzustellen.262 Es findet sich 
eine aberrante Methylierung des untersuchten INK4b-Bereiches bei 8 von 21 Patientenproben 
(38 %). Ein wichtiges Ergebnis ist die offenbare Korrelation von INK4b-Methylierung und 
dem Vorliegen kariotypischer Abnormalitäten. So haben 82 % der Patienten mit unmethylier-
ten INK4b-Allelen keine erkennbaren chromosomalen Aberrationen, wohingegen 44 % der 
Patienten mit methylierten INK4b-Allelen prognostisch bedeutsame chromosomale Deletio-
nen, Inversionen oder Translokationen aufweisen. Dies könnte auf eine Wechselbeziehung 
zwischen fusionsbedingter aberranter Onkogenexpression und dem zugrunde liegenden Er-
eignis der INK4b-Methylierung hindeuten. Die von Wong et al.262 durchgeführte Analyse des 
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ereignisfreien Überlebens ergab einen Trend in Richtung auf eine niedrigere pEFS jeweils in 
der Gruppe der Patienten mit INK4b-methylierten Blasten.  
Prävalenz methylierter Genotypen und Verteilung von Merkmalen bei ALL-Rezidiven 
Die KM-Proben von Kindern mit ALL-Erstrezidiv, welche keine homozygote INK4a/b Dele-
tion aufwiesen, wurden auf das Vorhandensein methylierter CpG-Inseln in den Promotoren 
von INK4b und INK4a untersucht. Bei INK4a wurden keine methylierten Allele (wie aus der 
Literatur bekannt) gefunden. Die Prävalenz methylierter INK4b-Promotoren im untersuchten 
Kollektiv lag bei 16/56 (28 %). Bezüglich der Verteilung diskreter (Zeitpunkt, Ort, Immun-
phänotyp, Geschlecht) und stetiger Variablen (Blasten-, Leukozytenzahl, Erstremissionsdau-
er, Alter) bestand kein signifikanter Unterschied (Therapiestudie ALL-REZ BFM) zwischen 
den Patientenproben mit methyliertem und nicht methyliertem INK4b-Promotor. Es lag je-
doch ein Übergewicht der prognostisch ungünstigen Merkmale T-Zell-Immunphänotyp (13.5 
% vs. 5 %) und sehr früher/früher Rezidivzeitpunkt (56.3 % vs. 32.5 %) in der Patientengrup-
pe mit methyliertem INK4b-Promotor vor. Diese leichte Verzerrung könnte auch die im Me-
dian deutlich kürzere Erstremissionsdauer (900 vs. 1180 Tage, n.s.) der Gruppe mit methy-
liertem Genotyp erklären.  
Prognostische Bedeutung der INK4b-Promotormethylierung 
Die 5-Jahres-pEFS der Patientengruppe mit methylierten INK4b-Promotoren (p = 0.24 ± 0.12) 
war im Verhältnis zu den Patienten mit nicht methylierten INK4b-Promotoren (0.51 ± 0.09) 
grenzgradig signifikant niedriger (p = 0.059). Diese Differenz ist jedoch signifikant unter-
schiedlich, wenn die oben genannte Verzerrung in der Verteilung der Patienten behoben wur-
de. Die Patientengruppe mit methyliertem INK4b-Promotor hatte eine statistisch signifikant 
niedrigere pEFS als die mit INK4b-Wildtyp (0.23 ± 0.14 vs. 0.52 ± 0.12; p < 0.05). In der 
kombinierten INK4b-Deletions-/Methylierungsanalyse ließ sich ebenfalls ein signifikanter 
pEFS-Unterschied finden (0.35 ± 0.07 vs. 0.49 ± 0.08 (p=0.0271)). Somit ist festzustellen, 
dass Patienten mit deletiertem oder promotormethyliertem INK4b in ihren Leukämieblasten 
eine signifikant geringere 5-Jahres-pEFS als solche mit INK4b-Wildtyp haben.263 
Unsere Arbeit ist die einzige, welche Aussagen zu INK4b-Methylierung bei ALL mit solchen 
über die Prognose für die Erkrankung verbindet. Zum heutigen Zeitpunkt ist die Aussage er-
laubt, dass es möglicherweise einen Zusammenhang zwischen methylierungsbedingtem Aus-
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fall des INK4b-Gens und einer schlechteren pEFS zumindest bei Kindern mit erstem ALL-
Rezidiv gibt. Es muss jedoch weiteren Studien vorbehalten bleiben, zu klären, ob dieser nega-
tive Effekt auf die pEFS alleine durch das Fehlen des p15INK4b-Proteins oder vielmehr durch 
den zugrunde liegenden Defekt in der Methylierungsmaschinerie des malignen Zellklons ver-
ursacht wird. Hierbei sollten zuerst eine größere Anzahl Patientenmaterialien untersucht wer-
den, um die bei kleinen Fallzahlen entstehenden großen Konfidenzintervalle und daraus fol-
gende Unklarheiten der statistischen Aussage zu reduzieren. Damit erhielte man weitere Klar-
heit über die Relevanz der gefundenen Aberration für die Prognose. Sofern sich hierdurch die 
in dieser Arbeit aufgezeigte schlechtere Prognose der Patienten mit INK4b-methylierten 
Blasten bestätigt, müsste in der Folge die Hypothese getestet werden, ob bei den leukämi-
schen Klonen dieser Patienten eine Aberration der DNA-Methyltransferasen im Sinne z.B. 
einer Überexpression vorliegt, welche möglicherweise für diese INK4b-Methylierung verant-
wortlich sein könnte. 
3.4.5 Mutationsanalyse der INK4-Bindungstelle von CDK4 bei ALL 
Veränderungen des pRB-Signalwegs spielen sicherlich eine kritische Rolle in der Tumorge-
nese. Bei ALL-Ersterkrankung und -Rezidiv (s. Abschnitt 3.4.3) sowie anderen lymphoproli-
ferativen B- und T-Zellerkrankungen im Kindesalter stellen die homozygote Deletion der 
INK4-Gene den hauptsächlichen Dysregulationsmechanismus in diesem pRB-Signalweg dar. 
Ein weiterer Mechanismus wurde von Wölfel et al.258 in Melanomen beschrieben. Eine Muta-
tion in CDK4 bewirkt eine Aufhebung der Bindung der CDK4-Inhibitoren p16INK4a und 
p15INK4b. Die CDK4-Isoform R24C vermittelt als autosomal-dominantes Onkogen eine erhöh-
te Melanom-Disposition.264 In unserer Analyse von 102 Kindern mit ALL und 9 hämatologi-
schen Zelllinien konnten wir keine die C817T-Mutation einschließende Veränderung in 
CDK4-Exon 2 feststellen.265 
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3.5 PROJEKT 5: ZYTOKINE UND ZYTOKINREZEPTOREN BEI ALL 
3.5.1 Zytokin-/Zytokinrezeptoren 
Entwicklung und Reifung, Wachstum und Differenzierung, sowie Steuerung der Effektor-
funktionen der Zellen des hämatopoetischen und lymphatischen Systems im Organismus un-
terliegen einer strengen Kontrolle, die koordinierte Interaktionen zwischen einer Vielfalt un-
terschiedlicher Zellarten, darunter Stromazellen, voraussetzt. Stromazellen sind eine hetero-
gene Zellpopulation, die hauptsächlich aus vier Zelltypen (Fibroblasten, Adipozyten, Endo-
thelzellen, Makrophagen) besteht. Die Interaktionen werden, neben der Informationsweiter-
gabe über direkte Zellkontakte, durch lokal (autokrin/parakrin) oder systemisch wirksame, 
lösliche Mediatoren, den Zytokinen, vermittelt. Die Bindung von Zytokinen an spezifische 
Rezeptorketten bedingt spezifische, vom Zelltyp und -differenzierungsgrad abhängige biolo-
gische Antworten. Diese umfassen neben der Regulation von Zellwachstum und von Zelldif-
ferenzierungsprozessen auch die Regulation der Adhäsionsmolekül- und Chemokinexpressi-
on, die für die Zellmigration der hämatopoetischen Zellen benötigt werden.  
Wie bei normalen hämatopoetischen Zellen des Knochenmarks existieren zwischen Leukä-
miezelle, immunkompetenter Zelle und Stromazelle Regelkreise, die wesentlich durch Zyto-
kine vermittelt werden. Sowohl das Wachstum als auch das Überleben der Leukämiezellen ist 
von Wachstumsfaktoren abhängig, die von Stromazellen und/oder direkt von Leukämiezellen 
selbst erzeugt werden.266 Welche Bedeutung eine erhöhte Expression, aktivierende Zytokin-
Mutationen,267,268 alternatives mRNA-splicing269  oder die konstitutive Aktivierung der Zyto-
kinrezeptoren durch Polymorphismen270  oder Mutationen271 in der Leukämogenese haben, ist 
weitestgehend ungeklärt. Die von Zytokinen bewirkte Suppression oder Förderung des Zell-
wachstums, -überlebens sowie der Apoptose kann zudem den Therapieerfolg von neoplasti-
schen Erkrankungen beeinflussen.272 
3.5.2 Zytokine und deren Stellenwert in der Tumorimmunologie 
Innerhalb der Organisation des lymphatischen Systems übernehmen Zytokine zwei zentrale 
Funktionen: Zunächst sind sie erforderlich für die Generierung und Entwicklung der lympha-
tischen Zellen; später wirken sie als Modulatoren der Effektorfunktionen der reifen Zellen 
und spielen eine zentrale Rolle bei der Auslösung, Fortsetzung und Kontrolle der Immunant-
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wort. 273 Aufgrund dieser Eigenschaften sind Zytokine für die Tumorimmunologie in zweier-
lei Hinsicht von Interesse. Zum einen könnte eine übermäßige Zytokinproduktion und/oder 
Rezeptorexpression eine direkte Rolle in der Genese maligner hämatologischer Erkrankungen 
spielen: Denkbar erscheint, neben einer entgleisten Wachstumsstimulation leukämischer Zel-
len selbst, die Möglichkeit eines Versagens der Tumorzellerkennung und -eliminierung infol-
ge einer fehlerhaften Regulation der Immunantwort durch inadäquate Aktivität rezeptortra-
gender Zellen. Zum anderen eröffnen sich mit wachsendem Verständnis der Zusammenhänge 
der Immunregulation und der Leukämogenese aber auch potentiell neue Therapiemöglichkei-
ten: Zukunftsweisend erscheint der immunmodulatorische Einsatz der Zytokine mit dem Ziel 
einer Stimulation der körpereigenen Tumorabwehr oder der Inhibition der Proliferation bzw. 
Förderung der Apoptose von Leukämiezellen. Vakzinationsversuche nach Transfektion von 
Zytokingenen in malignen Zelllinien, systemische Applikation von Zytokinen, sowie extra-
korporale Zytokininkubation spezifisch reagierender, zytotoxischer T-Zellen und deren an-
schließender Rücktransfer stellen verschiedene Strategien dar, über den gemeinsamen Me-
chanismus der T-Zellaktivierung eine wirksame Immunreaktion gegen Tumorzellen auszulö-
sen.274 
In diesem Zusammenhang sind die unterschiedlichen Funktionen und Zytokinexpressions-
muster von T-Helfer (Th)-Zellsubpopulationen zu nennen. Th1-Zellen sezernieren IL-2, IFNγ 
und Lymphotoxin, Th2-Zellen IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13. Th1-Zellen unterstützen die Zell-
vermittelte Immunität, einschließlich der zytolytischen Reaktionen, Th2-Zellen die antikör-
pervermittelte Immunität. Im Gegensatz zur aktivierenden Wirkung von Th1-Zytokinen (Er-
höhung der Expression von MHC-, kostimulatorischen Molekülen) üben Th2-Zytokine einen 
starken inhibitorischen Effekt auf die Monozyten/Makrophagen/Dendriten-Funktion aus. So 
antagonisiert IL-4 den aktivierenden Effekt von IFNγ und IL-10 unterdrückt die Expression 
der MHC-, kostimulatorischen und Adhäsions-Moleküle.275 Während IL-4 und IL-10 die A-
poptose von Monozyten induzieren, erhöht IL-12 deren Überlebensrate.276 
3.5.3 Zytokine/Zytokinrezeptor-Expression bei ALL 
3.5.3.1 Expressionsanalysen bei ALL-Rezidiven  
Zur besseren Charakterisierung der Blasten bei Erstrezidiven von BVZ-ALL wurden die Ex-
pressionsmuster von verschiedenen Zytokinen (IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-15, IFN-γ, G-
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CSFR), Zytokinrezeptoren (IL-4Rα, IL-7Rα, IL-10R, γc-Kette), Adhäsionsmolekülen (I-
CAM-1, CD58), und kostimulatorischen Proteinen (CD40, CD40L, B7.1, B7.2, CD28, MHC-
I und –II) von Leukämiezellen auf der RNA- als auch der Proteinebene bestimmt.277 Die Ana-
lyse wurde initial auf Faktoren fokussiert, von denen eine Rolle in der Entstehung maligner 
B- und T-Zellen angenommen werden kann. Bekanntlich können die Zytokine IL-2, IL-4, IL-
7 und IL-15 eine Proliferation in B-CLL induzieren.278-280 IL-15-überexprimierende transgene 
Mäuse entwickeln eine Leukämie.281 Diese Analysen wurden später auf Untersuchungen wei-
terer hämatopoetischer und lymphatischer Zytokine (IL-12, IL-18, TNFα und TGFβ) und von 
Wachstumsfaktoren/-rezeptoren für Angiogenese und Migration (VEGF, Flt1, KDR; Chemo-
kin/Chemokinrezeptoren: IL-8, mig, CXCR3, CXCR4, CCR5) ausgeweitet.  
Die erweiterten Untersuchungen an über hundert Patientenproben bestätigen die starke Ge-
nexpressionsvariation der verschiedenen Zytokinen/Zytokinrezeptoren in KM-
Leukämiezellen der Kinder mit ALL-Erstrezidiv über mehrere Zehnerpotenzen. Beachtens-
werterweise war die Expression der Chemokine/-rezeptoren (IL-8, CXCR3, CXCR4) und von 
TGFβ am stärksten ausgeprägt. Einen zusammenfassenden Überblick der nicht publizierten 
Expressionsanalysen gibt die folgende . Tabelle 7
Tabelle 7:  Zytokin/Zytokinrezeptorexpression in Blasten bei ALL-Erstrezidiven (n= 106; 
Medianwerte).  
 Genexpression (Kopien /µg Gesamt-RNA) 
sehr stark stark mäßig schwach 
>106 105–106 104–105 <104 
IL-8 IL-10 IL-18 IL-7 
CXCR3 IL-7R IFNγ  IL-12p40 
CXCR4 IL-10R VEGF IL-15 
TGFβ IL-15R Flt1 Mig 
  CCR5  
3.5.3.1.1 Vergleich von ALL-Rezidiv und -Ersterkrankung 
Der Vergleich der Zytokin/Zytokinrezeptorexpressionsstärken von Leukämiezellen zwischen 
ALL-Ersterkrankung und –Rezidiv ergab signifikante Unterschiede (p < 0.05). Während die 
Expressionsstärke von IL-10, IL-10R, CXCR3, CXCR4 und VEGF in beiden Erkrankungssta-
dien gleich war, war die von IL-8 zum Zeitpunkt des Rezidivs signifikant stärker. Die der 
anderen war hingegen signifikant schwächer. Diese unterschiedlichen Z/ZR-Expressionen 
zwischen den beiden Erkrankungsstadien könnten im Wesentlichen auf zwei Ursachen zu-
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rückzuführen sein. Es ist anzunehmen, dass sich die Zytokinexpression der Leukämiezellen 
bei ALL im Laufe der malignen Transformation ändert, und die Zellen zunehmend Wachs-
tumsfaktor-unabhängig werden. Diese Hypothese wird durch die geringere Expression von 
einigen hämatopoetisch bedeutsamen Zytokinen (IL-7, IL-15, IL18, IFNγ, TGFβ, IL-7R, IL-
15R, Flt1, CCR5) im Rezidivfall gestützt. Besonders deutlich sind diese Unterschiede bei IL-
7R, welcher 10fach niedriger in den Leukämiezellen beim Rezidiv exprimiert war. Hingegen 
weist die gleiche Konzentration von anderen Zytokin/Zytokinrezeptortranskripten (IL-10, IL-
10R, CXCR3, CXCR4, VEGF) bei ALL-Ersterkrankungen und –Rezidiven auf ihre unentbehr-
liche, biologische Relevanz für Überleben und Proliferation der Lymphoblasten hin. Nur IL-8 
war bei ALL-Rezidiven höher exprimiert. In der Literatur findet sich keine Veröffentlichung, 
die über ähnliche Untersuchungen an Leukämiezellen von Patienten mit ALL-Rezidiven be-
richtet, bzw. über vergleichende Analysen mit ALL-Ersterkrankungen. Die erhobenen Ergeb-
nisse wurden durch durchflusszytometrische Analysen validiert, die eine Aussage über die 
gleichzeitige Expression von Zytokin/Zytokinrezeptor auf einer Zelle erlauben.277 Die Funk-
tion der Zytokine, die bei ALL-Rezidiven eine starke Expression zeigten, in der normalen 
Lymphopoese und Immunantwort sowie ihre potentielle Rolle in der Leukämogenese werden 
in den folgenden Abschnitten diskutiert.  
nnung von Tumorzellen und von Infektionen verschlechtert oder vollständig ver-
hindert.  
3.5.3.1.2 TGFβ 
Obwohl TGFβ in einer Reihe von Untersuchungen unter physiologischen Bedingungen die 
Proliferation von B-Lymphozyten in der normalen Lymphopoese des Knochenmarks inhibiert 
und deren Differenzierung induziert,282-284 wurde bereits eine Assoziation zwischen dysregu-
lierter TGFβ-Expression und B-CLL sowie CML beobachtet. Sowohl B-CLL als auch KM-
Stromazellen produzieren konstitutiv mehr TGFβ als die entsprechenden Zellen von Gesun-
den.285,286 Durch die verstärkte TGFβ-Produktion könnte über die hierdurch bedingte Inhibiti-
on der Zytokinproduktion, z.B. von IL-1, IL-6, einerseits die normale Hämatopoese gestört 
sein, andererseits eine humorale Immundefizienz verursacht werden, die bei B-CLL im späten 
Stadium beobachtet wird.287 Durch autokrine und parakrine Mechanismen wirkt TGFβ auf die 
KM-Stromazelle und es findet eine Herunterregulation der Expression von Adhäsionsmolekü-
len statt.288,289 Es ist anzunehmen, dass eine erhöhte TGFβ-Produktion somit die immunologi-
sche Erke
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3.5.3.1.3 IL-10 und dessen Rezeptor 
Maligne Zellen entwickeln verschiedene Mechanismen, um der Immunerkennung und –
vernichtung zu entgehen. Ein potentieller Mechanismus ist die Produktion von immun-
suppressiven Zytokinen wie IL-10 durch die Leukämiezelle selbst. Die Produktion und Sekre-
tion von IL-10 durch maligne Zellen stehen in direktem Zusammenhang mit der fehlenden 
Erkennung im Immunsystem durch Verminderung der Expression von MHC-, Adhäsions- 
und kostimulatorischen Molekülen auf der Blastenzelloberfläche sowie auf T-Lymphozyten 
und Monozyten/Makrophagen. Für B-Zellen gilt IL-10 als wichtiger Überlebens- und Akti-
vierungsfaktor.290-292 Ebenso wirkt es als autokriner Wachstumsfaktor für die Expansion von 
neoplastischen B-Zellen in Mäusen.293 
Die Funktion von IL-10 in malignen hämatologischen Erkrankungen wurde vorwiegend in B-
CLL und T-Zell-Leukämien untersucht.294,295 Bei B-CLL-Zellen, die einen IL-10R konstitutiv 
exprimieren, bewirkt exogenes IL-10 eine Inhibition der Proliferation, eine Differenzierung 
und eine Verhinderung der Apoptose.294 IL-10 vermindert, ähnlich wie IFN-γ, den durch Glu-
kokorticoide induzierten Zelltod. Unsere Daten lassen eine ähnliche Bedeutung von IL-10 bei 
rezidivierten BVZ-ALL wie bei B-CLL annehmen, da generell eine starke Expression von IL-
10 und IL-10R bei einem hohen Anteil der Blasten festgestellt wurde. Wegen der bivalenten 
Wirkung von IL-10 auf die Apoptose, die zwischen einem schützenden und fördernden Effekt 
variieren kann, muss jedoch dessen tatsächliche Funktion in der Wachstumskontrolle von 
Leukämieblasten noch gezeigt werden. Im Gegensatz zu den Untersuchungen bei B-CLL296  
konnten wir bei BVZ-ALL-Rezidiven keine Assoziation zwischen IL-10 Genexpression und 
Prognose feststellen. 
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3.5.3.1.4 IL-7R 
Grundlegende Voraussetzung für eine Zellantwort nach Zytokinstimulation ist die Expression 
des entsprechenden Rezeptors, die in Abhängigkeit von der spezifischen Entwicklungsphase 
der Zelle reguliert wird. Aufgrund der starken IL-7R Rezeptorexpression kann spekuliert wer-
den, dass IL-7 eine Rolle bei Proliferation und Überleben der Leukämiezelle spielt. 297 Die 
unterschiedliche Proliferationsantwort humaner BVZ-ALL auf IL-7 scheint im Zusammen-
hang mit der entsprechenden Rezeptorexpression zu stehen und vom Reifungsstadium der 
stimulierten Zellen abzuhängen. Die von uns bestimmte IL-7Rα-Expression unterschiedlicher 
Stärke in den verschiedenen immunphänotypisch-definierten BZV-ALL-Stadien könnte für 
das unterschiedliche Ansprechen auf IL-7 verantwortlich sein.298 Eine Differenzierung der 
ALL-Zelle in normale blutbildende Zellen könnte möglicherweise durch zusätzliche stro-
maassoziierte Faktoren erreicht werden, welche die ALL-Zelle selber nicht produziert.  
3.5.3.1.5 IL-15R  
Interleukin-15 ist in vielen seiner stimulatorischen Wirkungen dem IL-2 sehr ähnlich. Beide 
Zytokine stimulieren zytotoxische T- und B-Zellen mit ähnlicher Potenz. Interleukin-15 hat 
jedoch im Gegensatz zu IL-2 auch wichtige biologische Funktionen außerhalb des Immunsys-
tems. So ist IL-15 ein anaboler Wachstumsfaktor für Muskelzellen.299 In in vitro- und in vivo-
Studien induzierte IL-15 eine Reihe von Antitumoreffekten, die die Induktion von zytotoxi-
schen T-Zellen (CTL) und lymphokinaktivierten Killerzellen (LAK) einschließen. Anderer-
seits stimuliert IL-15 die Proliferation von B-CLL-Zellen, die über den IL-2Rβ/γc-Komplex 
vermittelt wird.300 Im Gegensatz zu normalen B-Lymphozyten proliferierten die leukämischen 
Zellen der Patienten unter IL-15 ohne vorherige Präaktivierung. Interessanterweise wurden 
ruhende B-CLL Zellen durch IL-2 und steigender IL-15 Konzentration synergistisch stimu-
liert. 300 Kürzlich konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen den IL-15R-Komplex exprimie-
ren und IL-15 die Angioneogenese in vivo stimuliert.301 Die Überexpression von IL-15 in 
Mäusen führt zur Ausbildung einer Leukämie.281 Die Expression des IL-15Rα wurde bei vie-
len Zelllinien beobachtet, unter anderem auf den Zellen verschiedener B-Zell-Lymphome.302 
Die Koexpression von IL-15R und dessen Liganden in den Lymphoblasten von Kindern mit 
ALL lässt vermuten, dass IL-15 auch als Wachstumsfaktor der ALL-Leukämogenese und der 
Angiogenese über autokrine/parakrine Mechanismen wirkt.  
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3.5.3.1.6 Immunität von Leukämiezellen bei ALL-Rezidiven 
Für die Auslösung und Fortsetzung einer Immunantwort werden drei Phasen der zellulären 
Interaktion zwischen T-Lymphozyt und tumor- bzw. tumorantigenpräsentierender Zelle 
durchschritten. Nach der CD2/LFA-1-vermittelten Adhäsion der T-Zelle an den LFA-
3/ICAM-1-Rezeptor der APC erfolgt die Antigenerkennung und -bindung durch den TZR 
CD3/Antigen-MHC-Komplex, die von einer Interaktion der kostimulatorischen Moleküle B7-
1, B7-2, CD40 auf der APC mit den T-Zellliganden CD28, CTLA-4 und CD40-L begleitet 
wird. Tumorzellen können dieser Immunüberwachung durch die Expression bestimmter Zy-
tokine oder durch den Mangel an kostimulatorischen Oberflächenmolekülen bzw. durch die 
Herunterregulation von MHC-Molekülen entgehen.  
Die Leukämiezellen exprimieren auch die zur Antigenpräsentation benötigten Molekülen der 
MHC Klasse I und II, 303 wie auch unsere Analysen zeigen.277 Die Expression des CD40-
Antigens wird auf den meisten B-Zellneoplasien nachgewiesen.304 Dies wird auch durch un-
sere Untersuchungen an Blastenpopulation von BVZ-ALL-Rezidiven bestätigt, die eine hohe 
Expression aufwiesen. Demgegenüber ist die Expression von CD40L meistens auf 
CD4+/CD8--Zell-Lymphomen beschränkt. Sie kann jedoch auf B-CLL305,306 und - wie wir 
zeigen konnten – mehrheitlich auch auf leukämische B-Vorläuferzellen nachgewiesen wer-
den. Die Interaktion beider Moleküle (CD40-CD40L) führt zu einer Aktivierung und Diffe-
renzierung von B-Zellen, verstärkt deren Antigenpräsentation und hemmt deren Zelltod. An-
dererseits kann sie auch die Expression des Apo-1/Fas-Antigens erhöhen, das die Apoptose 
vermittelt. Unsere Untersuchungen ergaben, dass BVZ-ALL-Zellen jedoch vorwiegend keine 
Expression des kostimulatorischen Moleküle B7.1 (CD80) haben. Ebenfalls war eine Expres-
sion von ICAM-1 größtenteils nicht nachweisbar, CD58 wurde jedoch konstitutiv exprimiert. 
Beide Rezeptoren wurden mit der Vermittlung einer zytolytischen Toxizität gegen Leukämie-
zellen in Verbindung gebracht. Ein Einfluss verschiedener Zytokine auf die Expression 
kostimulatorischen Molekülen ist wahrscheinlich, da IL-10 an der Entwicklung einer tumor-
assoziierten Anergie beteiligt sein kann. IL-10 unterdrückt die Expression von Adhäsions- 
(ICAM-1) sowie von kostimulatorischen Molekülen (B7.1, B7.2) und des Mac-
Komplexes.307,308 
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3.5.4 Zytokin/Zytokinrezeptor splice-Varianten 
Zusätzlich zur Interaktion antagonistisch oder synergistisch agierender Zytokine wird durch 
alternatives prä-mRNA-splicing eine weitere Möglichkeit zur Modulation von Zytokineffek-
ten bereitgestellt. Der splicing-Mechanismus ermöglicht eine posttranskriptionelle Kontrolle 
der Genexpression und erweitert dadurch die Variationsbreite der Expression vom Zytokin 
und korrespondierendem Rezeptor.309 In der Z/ZR-Familie ist alternatives splicing ein häufig 
beobachtetes Prinzip zur Generierung verschiedener Proteinisoformen ausgehend von einem 
einzigen Genlocus.310,311 Die Expression von Zytokin- und Zytokinrezeptor-splice-Varianten 
wird dabei in Abhängigkeit vom Zelltyp, von der Zelldifferenzierung312 und -Aktivierung un-
terschiedlich reguliert.313-316 Die Modulation der Genexpression durch posttranskriptionelle 
Mechanismen, wie z.B. die Prozessierung der precursor-mRNA im Kern, den nukleo-
zytoplasmatischen Transport und die mRNA-Stabilität, sind wichtige Kontrollpunkte während 
des Wachstums und der Differenzierung von Zellen.  
3.5.4.1 Zytokinvarianten 
Sowohl von IL-2, IL-4 als auch IL-7 sind Transkriptvarianten bekannt. In den splice-
Varianten von IL-2, IL-2δ2 und IL-2δ3, fehlt das Exon 2 bzw. 3, 317 bei IL-4δ2 das Exon 2311 
und bei IL-7δ4 das Exon 4.318 Diese durch alternatives prä-mRNA-splicing generierten Prote-
inisoformen von Zytokinen können als kompetitive Inhibitoren der normalen Isoformen mit 
höherer Rezeptorbindungsaktivität wirken. In den obengenannten Zytokinvarianten sind die 
verbleibenden Exons ohne Leseraster-Verschiebung, in frame miteinander verbunden.319,320 
Die Fähigkeit des IL-4δ2, die Funktion des kompletten IL-4 zu hemmen, bzw. die Balance 
zwischen IL-4 und IL-4δ2 könnte für die Regulation von IL-4-Effekten wichtig sein. RhIL-
4δ2 inhibiert die IL-4-stimulierte T-Zellproliferation und konnte in geringer Konzentration in 
PBMC, in hoher Konzentration in Thymozyten sowie in Zellen der Atemwege nachgewiesen 
werden.320 Mutierte IL-4-Isoformen können die Apoptose von Leukämiezellen induzieren.321 
Die Zytokinisoformen von IL-2, IL-2δ2 und IL-2δ3, wirken analog zu IL-4δ2 als kompetitive 
Inhibitoren der IL-2-stimulierten T-Zellproliferation.317 
IL-7-splice-Varianten 
Wie in der Arbeit von Korte et al.297 beschrieben, konnten wir zeigen, dass von dem Liganden 
des IL-7-Rezeptors, IL-7, verschiedene splice-Varianten in Leukämiezellen nachzuweisen 
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sind. Die biologische Wirkung dieser unterschiedlichen in frame oder out of frame Varianten 
auf die Regulierung der IL-7-Transkription und auf die IL-7 Funktion ist weitestgehend noch 
nicht analysiert wurden. Die Funktionsanalyse erschwerend ist, wie bereits erwähnt, die Ab-
hängigkeit zytokininduzierter Effekte vom Differenzierungs- und Aktivierungsgrad der Zel-
len. Die vermeintliche Funktion der IL-7-Proteinisoformen lässt sich jedoch möglicherweise 
durch die vergleichende Analyse der mRNA-Sequenzen, der drei-dimensionalen Molekular-
struktur des IL-7 Proteins und durch detailliertere Kenntnisse über die Interaktion mit den 
entsprechenden Rezeptorketten ableiten. Wegen des Fehlens bestimmter Aminosäuren und 
damit von potentiellen Bindungsstellen ist bei den in frame Varianten anzunehmen, dass die 
Bindung an der IL-7-spezifischen α-Rezeptorkette und der γc-Untereinheit verändert ist. Dies 
hat Auswirkungen sowohl auf die Rezeptoraffinität als auch auf die Signalübertragung durch 
den heterodimeren IL-7-Rezeptorkomplex.  
Obwohl die physiologische Bedeutung der von uns entdeckten IL-7-splice-Varianten und des 
bekannten IL-7δ4 nicht bekannt ist, sind funktionellen Überlegungen möglich. Aufgrund des 
Klassifizierungssystem basierend auf der helikalen Struktur von Zytokinen und den molekula-
ren Ähnlichkeiten der jeweiligen Rezeptoren gehören IL-2, IL-4 und IL-7 zu derselben Zyto-
kinsuperfamilie, der hämatopoetischen Zytokinrezeptorfamilie, und weisen eine signifikante 
Redundanz ihrer biologischen Aktivität auf. Es ist anzunehmen, dass die durch alternatives 
splicing hergestellten IL-7-Proteinisoformen eine vergleichbare biologische Funktion aufwei-
sen. Diese IL-7-Isoformen könnten, auf ähnliche Weise wirkend wie die oben genannten Iso-
formen, möglicherweise bedeutsam für die Modulation IL-7-vermittelter biologischer Effekte 
sein. Als potentieller Inhibitor IL-7-vermittelter stimulatorischer Effekte auf antitumorreakti-
ve mononukleäre Zellen könnten die IL-7-Isoformen oder ein verändertes Verhältnis zwi-
schen normalen IL-7 und IL-7-Isoformen als ein wichtiger Faktor betrachtet werden, der zum 
Versagen der immunologischen Antitumorantwort und folglich zur Entstehung von lympho-
poliferativen Erkrankungen beiträgt. Andererseits könnten diese Isoformen therapeutisch zur 
Hemmung von IL-7-vermitteltem Zellwachstum oder anderer durch Stimulation des IL-7-
Rezeptors bewirkter Effekte nützlich sein.  
3.5.4.2 Zytokinrezeptoren 
Lösliche Zytokinrezeptoren können entweder durch proteolytische Spaltung (TNFR, IL-1R, 
IL-2R, M-CSF-R, PDGFR) eines exprimierten membrangebundenen Rezeptors oder durch 
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alternatives mRNA-splicing (IL-2Rα, mIL-4Rα, IL-7Rα,322 IL-9Rα, IL-17R,323 EPO-R, GM-
CSFR,324 G-CSFR) gebildet werden. Durch den splicing-Prozess kommt es zum selektiven 
Ausschluss oder zusätzlichen Gebrauch eines Exons, welches zu einer Verschiebung des Le-
serasters und zur Termination der Transkription vor der Transmembranregion führt, die zur 
Integration des Rezeptors in der Zellmembran nötig ist. Ist das Stoppkodon hinter der Trans-
membranregion gelegen, bleibt der Rezeptor membrangebunden, erhält aber eine verkürzte 
zytoplasmatische Domäne (growth hormone receptor (GHR).325 Zusätzliche Exons enthalten 
häufig ein Stoppkodon. Befindet sich dieses vor der Transmembranregion, resultiert wieder 
ein lösliches Protein (IL-5R, 326 mIL-4R327). Beim Erythropoietinrezeptor (EpoR) ist eine 
membrangebundene Variante mit stark verkürzter zytoplasmatischer Domäne bekannt.314 Hier 
liegt das zusätzliche Exon downstream des für die Transmembranregion kodierenden Berei-
ches.  
3.5.4.3 IL-7R- und IL-4R-Varianten 
Neben dem Transkript vollständiger Länge konnten wir drei weitere splice-Varianten des IL-
7R-Transkripts (Korte et al.) 297 mit verkürzter zytoplasmatischer Region oder deletierter 
transmembranöser und zytoplasmatischer Domäne identifizieren. Allen Isoformen ist die er-
haltene extrazelluläre, ligandenbindende Domäne gemein. Die Signaltransduktion ist jedoch 
bei den verkürzten membranständigen Isoformen wegen des Fehlens großer Anteile der zy-
toplasmatischen Region einschließlich der dort lokalisierten essentiellen signaltransduktori-
schen Domänen (s. Abbildung 14 und Abbildung 15) entscheidend gestört.328 Eine Variante, 
der lösliche IL-7Rα, entsteht durch exon-skipping von Exon 6 und dem damit verbundenen 
Verlust der transmembranen und zytoplasmatischen Domänen. Die physiologische Bedeutung 
dieses für IL-7 hochaffinen, löslichen Rezeptors, der sowohl als Inhibitor als auch als carrier 
seines Liganden fungieren könnte, ist noch unbekannt. IL-7-Rezeptoren werden auf B- und T-
Vorläuferzellen, reifen T-, LAK-Zellen sowie Makrophagen/ Monozyten, jedoch nicht auf 
reifen B-Zellen exprimiert, 329,330 in Übereinstimmung mit dem fehlenden Effekt von IL-7 auf 
reife B-Zellen. Bei den meisten in unserer Studie analysierten ALL wurden neben dem nor-
malen IL-7Rα auch dessen splice-Variante nachgewiesen. 
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Abbildung 14: Signaltransduktion über einen heteromeren Zytokinrezeptorkomplex (hell-, 
mittelgrau) nach Ligandenbindung (dunkelgrau). Schematische Darstellung der 
Jak-Bindung, Autophosphorylierungsstellung (Y) und der verschiedenen 
Signaltransduktionswege einschl. Stat-Dimerisierung. 
Alle IL-7R-Varianten enstehen, wie die von uns ebenfalls identifizierte und funktionell cha-
rakterisierte IL-4R-Proteinisoform, IL-4RαIT (intracytoplasmic truncated, IT), durch alterna-
tives splicing mit resultierender Verschiebung des Leserasters und der Entstehung eines 
Stoppkodons. In der IL-4RαIT-Isoform bleibt nur die membranproximale homology box 1 
erhalten. Alle Tyrosinreste und die für die Proliferation essentielle glutaminreiche Region in 
IL-4RαIT fehlen. Entsprechend zeigten stabil-transfizierte, murine IL-4RαIT-exprimierende 
Ba/F3 Zellen (IL-3 wachstumsfaktorabhängige pro-B-Zelllinie) nach Stimulation mit hIL-4 
(nach IL-3 Entzug) eine fehlende Proliferation und ein Übergang der Zellen in die Apoptose. 
Die biologische Wirkung der beiden IL-7R-Isoformen wird gegenwärtig analysiert. Diese 
könnten ähnlich divergente biologische Funktion aufweisen, wie für die intrazellulär verkürz-
ten Isoformen des Erythropoietinrezeptors beschrieben worden, welche keine Proliferation zu 
vermitteln und die Funktion des Rezeptors vollständiger Länge zu inhibieren vermögen. 
Die bekannten Informationen über die strukturelle Organisation der zytoplasmatischen Do-
mäne berücksichtigend kann die folgende, aus dem Verlust wichtiger intrazellulärer Regionen 
resultierende Konsequenz abgeleitet werden. Bei erhaltener Funktion membranproximaler 
Sequenzen würde in beiden Isoformen der Verlust der membrandistalen Domäne das Gleich-
gewicht zwischen proliferations- und differenzierungsinduzierenden Signalen entscheidend 
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verändern. Die resultierende Prädominanz von mitogenen IL-7-Effekten könnte für die leu-
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Abbildung 15: Schematische Darstellung funktioneller zytoplasmatischer Domänen von Zy-
tokinrezeptoren am Beispiel des Erythropoietinrezeptors. 
Auch für andere Mitglieder derselben Rezeptorfamilie sind lösliche Rezeptoren beschrieben 
wurden, die durch alternatives splicing oder durch proteolytische Spaltung eines exprimierten 
membranständigen Rezeptors entstanden sind. In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, 
dass einzelne lösliche Rezeptorisoformen mit einigen malignen Erkrankungen assoziiert sind 
und als Tumormarker sowohl in pädiatrischen als auch adulten Leukämien dienen. Die phy-
siologische Rolle der IL-7-Rezeptorisoformen in der Signalübertragung und ihre potentielle 
Signifikanz in tumorassoziierten pathologischen Zuständen sind jedoch derzeit nicht bekannt. 
Für die lösliche Isoform kommt eine Funktion entweder als Inhibitor oder als carrier ihres 
Liganden in Betracht. Durch kompetetive Ligandenbindung könnte eine Beeinträchtigung der 
IL-7-vermittelten Generierung von tumorlytischen Zellen und eine Hemmung einer effizien-
ten immunologischen Antitumorantwort herbeigeführt werden. Im Gegensatz ist auch eine, 
den proferativen Effekt von IL-7 auf die Leukämiezelle vertärkende, synergistische Funktion 
denkbar. Zuletzt könnte auch die Assoziation der löslichen Isoform mit normalerweise nicht-
bindenden Rezeptoruntereinheiten die autokrine Stimulation des Wachstums von malignen 
Zellen erhöhen.  
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3.5.5 Zusammenfassung: Zytokin/Zytokinrezeptoren bei ALL 
Zytokine und Zytokinrezeptoren sind nicht nur essentiell für das Überleben, die Proliferation 
und die Differenzierung von normalen hämatopoetischen und lymphatischen Zellen sondern 
auch von Leukämiezellen und für die antileukämische Immunantwort. Ihre apoptosemodulie-
renden Eigenschaften können zudem die Wirksamkeit der antineoplastischen Therapie beein-
flussen. Dabei spielen autokrine/parakrine Mechanismen und gegenseitige Interaktionen zwi-
schen Leukämiezellen und Stromazellen im Knochenmarkmilieu entscheidende Rollen.  
Leukämiezellen exprimieren zu beiden ALL-Erkrankungszeitpunkten im Kindesalter eine 
Vielzahl von Zytokinen und deren Rezeptoren. Somit scheinen Lymphoblasten für viele 
Wachstumsfaktoren sensitiv zu sein, die mitunter von der Leukämiezelle selbst produziert 
werden. Diese biologisch aktiven Wachstumsfaktoren sind potentiell an der autokri-
nen/parakrinen Regulation der Leukämogenese, der Kontrolle der Immunmodulation, der 
Verhinderung des apoptotischen Tumorzelltodes, der Zellproliferation und der Angiogene-
se/Neovaskularisierung beteiligt.  
Bekanntlich werden zur Erzeugung einer spezifischen T-Zellantwort die Interaktion mit anti-
genpräsentierenden Zellen (APC) durch die entsprechenden Adhäsions-, kostimulatorischen 
und Peptid/MHC-TZR-Moleküle und die daraus resultierende Sekretion von primären und 
sekundären Zytokinen benötigt. Störungen einer dieser Interaktionen können zu einer Anergie 
oder Toleranzentwicklung der T-Lymphozyten führen. Die Sekretion von Zytokinen durch 
Leukämiezellen und die Abwesenheit oder Herunterregulation von Adhäsions- (ICAM-1) und 
Kostimulationsmolekülen (B7.1) repräsentieren möglicherweise effektive Mechanismen zur 
Umgehung der Immunerkennung von Leukämiezellen bei ALL-Rezidiven.  
Die potentielle Bedeutung einer inadäquaten Aktivität zytokinrezeptorexprimierender Zellen 
oder eines pathologisch veränderten Zytokinexpressionsmusters, dessen Folgen einerseits in 
einer autokrinen oder, indirekt, einer parakrinen Wachstumsstimulation leukämischer Zellen 
und andererseits in einer Immunregulationsstörung und dadurch bedingtem Ausbleiben einer 
effizienten Tumorzellabwehr gesehen werden können, steht seine therapeutische Verwend-
barkeit im Rahmen immunmodulatorischer Behandlungskonzepte gegenüber. Am aussichts-
reichsten erscheint dabei die Weiterentwicklung verschiedener Transfektions-/ Vakzinati-
onsstrategien, welche die Auslösung einer wirksamen Immunreaktion durch T-
Zellaktivierung anstreben. In diesem Zusammenhang ist die individuelle Analyse der Z/ZR-
Expression von Leukämie- und Stromazellen essentiell, um zugrunde liegende Regelkreise zu 
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identifizieren, die für Überleben und Proliferation von Leukämiezellen unentbehrlich sind 
sowie deren Entgehen vor der Immunkontrolle ermöglichen.  
Die Fähigkeit der Zytokinisoformen, die Funktion des normalen Zytokins zu hemmen, bzw. 
das Gleichgewicht zwischen beiden könnte für die Regulation der Zytokineffekte wichtig 
sein. Als Inhibitoren der stimulatorischen Wirkung der genannten Zytokine auf antitumor-
reaktive, mononukleäre Zellen kämen die alternativen Zytokin-splice-Varianten bzw. deren 
Proteinprodukte möglicherweise als zentrale Faktoren für das Versagen der immunologischen 
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3.6 PROJEKT 6: HEREDITÄRE POLYMORPHISMEN VON ZYTOSTATIKA-
METABOLISIERENDEN ENZYMSYSTEMEN BEI KINDERN MIT ALL-REZIDIV  
Obwohl die ALL die häufigste neoplastische Erkrankung im Kindesalter ist, sind die Fakto-
ren, die ursächlich an der Leukämogenese und an der Resistenzentwicklung beteiligt sind, 
weitestgehend unbekannt. Zu den molekularen Mechanismen der Chemotherapieresistenz 
zählen pharmakogenetische/-kinetische Merkmale, Proteininduktionen sowie individuelle 
zelluläre und Gewebeeigenschaften. Fremdstoff-metabolisierende Enzymsysteme stellen ei-
nen der ersten Resistenzmechanismen gegenüber Umweltgiften und Chemikalien, einschließ-
lich Medikamenten, dar. Viele dieser Enzyme wirken sequentiell zur Ausscheidung von toxi-
schen Substanzen. Medikament oder Karzinogen können somit erst in toxischere Metabolite 
durch Zytochrom P450 (Phase I Metabolismus) aktiviert und danach zur Erhöhung deren Lös-
lichkeit und zur Beschleunigung der Ausscheidung durch Glutathion-S-Transferasen (GST) 
oder N-Acetyltransferasen (NAT; Phase II Metabolismus) konjugiert werden.  
3.6.1 Hereditäre Polymorphismen und Malignomrisiko 
Einige Studien haben einen Zusammenhang zwischen hereditären Polymorphismen der 
Fremdstoff-metabolisierenden Enzyme Zytochrom P4501A1 (CYP1A1), Glutathion-S-
Transferase (GST) (µ, τ, π, α),331 Thiopurin-Methyltransferase (TPMT) oder/und N-
Azetyltransferase-2 (NAT2) und dem Risiko der Entstehung einer Neoplasie gefunden. Diese 
umfassen Untersuchungen zu Neoplasien der Lunge, Harnblase, HNO, Cervix, Mamma und 
des Magen-Darm-Traktes.332-338 Ebenfalls werden erhöhte Schwesternchromosomenaus-
tauschraten bei bestimmten Allelvarianten (GSTT) festgestellt.339,340 Die Assoziation zwi-
schen genetischen Variationen und einem erhöhten Malignomrisiko lässt jedoch auch für die 
Leukämie im Kindesalter die Annahme zu, dass neben Umwelteinflüssen (Infektionen, Karzi-
nogene) hereditäre Faktoren die Leukämogenese und darüber hinaus die Therapie und Prog-
nose beeinflussen.  
In einem umfangreichen Projekt haben wir die Frequenz der genetischen Polymorphismen 
von Medikamenten-metabolisierenden Enzymsystemen der Phase I und II bei ALL-Rezidiven 
im Kindesalter sowie deren Einfluss auf Therapie, Rezidivhäufigkeit und Langzeitüberleben 
(pEFS, pSurvival) als auch deren Assoziation an einer ALL zu erkranken, analysiert. Die Pa-
tienten wurden entsprechend den multizentrischen Studien ALL-REZ BFM behandelt. Retro-
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spektiv und prospektiv wurden die Polymorphismen von Zytochrom P450-Enzymen 
(CYP1A1, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP1E1) und Enzymsystemen der Phase 
2 (GSTM1, GSTM1*A/B, GSTT1, GSTP1, TPMT, NAT2) bei Kindern mit ALL-Rezidiv bzw. 
–Ersterkrankung und einer gesunden Kontrollgruppe analysiert. An dieser Stelle werden die 
Daten zusammengefasst, die auf internationalen Kongressen präsentiert und diskutiert wur-
den. 
3.6.1.1 Glutathion-S-Transferasen GST 
Die Konjugation von hydrophoben und elektrophilen Substanzen mit Glutathion, die durch 
Glutathion-S-Transferasen (GST) katalysiert wird, ist einer der wichtigsten Metabolisie-
rungswege von mutagenen und karzinogenen Substanzen, u.a. von Organophosphaten (ein-
schließlich Pestizide), alkylierende Substanzen (z.B. Zytostatika), Epoxiden, Arylaminen und 
polyzyklischen aromatischen Verbindungen.341,342 Veränderung der DNA verursacht vorwie-
gend eine Störung der DNA-Replikation und -Transkription in sich schnell-teilenden, prolife-
rierenden Zellen. Andererseits können jedoch infolge der Glutathionkonjugation durch das 
GSTT1-Enzym toxische Metabolite gebildet werden (z.B. Dichlormethan, Dichlorethan). 343,344 
Beim Menschen sind die GSTM1- und GSTT1-Genotypen polymorph und das Fehlen jegli-
cher Enzymaktivität beruht auf hereditäre homozygoten Deletionen der Gene (Nullgenotyp). 
341,345 Der GSTM1 (GSTT1) -Wildtypallel wird als GSTM1*1 (GSTT1*1) bezeichnet, die 
GSTM1-Deletion als GSTM1*0 (GSTT1*0). Bei GSTP1 führt eine Punktmutation zur Inakti-
vierung des Enzyms. Bisherige Studien, die die Beziehung zwischen GST-Genotyp, Ätiologie 
und Therapieerfolg bei Kindern mit ALL-Ersterkrankung untersuchten, haben widersprüchli-
che Ergebnisse ergeben.346-349 
3.6.1.1.1 GSTT1-Genotyp bei ALL-Rezidiv 
In unseren Analysen von Kindern mit ALL-Rezidiv (n = 210) konnten signifikante Unter-
schiede zwischen GSTT1-Null- (GSTT1*0/*0) und non-Nullgenotyp bei den Häufigkeitsver-
teilungen der Geschlechter, beim Ansprechen auf die Rezidivtherapie und in der 
pEFS/pSurvival ermittelt werden. Mädchen hatten eine signifikant niedrigere GSTT1-
Nullgenotyp-Inzidenz als Jungen (13 vs. 25 %; p = 0.04). Eine Remission erreichten 90 % der 
Patienten mit GSTT1*0/*0 (37/41) im Gegensatz zu nur 75 % mit einem non-Nullgenotyp (p 
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= 0.05). Kinder mit BVZ-ALL-Erstrezidiv und GSTT1*0/*0-Genotyp hatten ein besseres 





























p = 0.04   p = 0.01
 
pEFS = 0.31 ---- GSTT1*0/*0 Genotyp (n = 45) pSurvival = 0.45 
pEFS = 0.22       Non GSTT1-Nullgenotyp (n = 165) pSurvival = 0.28 
 
Abbildung 16: Kaplan Meier Kurve der pEFS/pSurvival von 210 Kindern mit BVZ-ALL-
Erstrezidiv nach GSTT1-Genotyp (ALL-REZ BFM).  
 
3.6.1.1.2 GSTP1-Genotyp bei ALL-Rezidiv 
Elf Prozent der Kinder mit BVZ-ALL-Erstrezidiv (n = 116) waren homozygot GSTP1*B, 
wobei deutliche Häufigkeitsdifferenzen zwischen Geschlechtern existieren (3 % bei Mäd-
chen, 15 % bei Jungen; Allelfrequenz 26 % vs. 37 %). Die Patienten mit GSTP1*B/*B Geno-
typ zeichneten sich, wie die mit GSTT1-Nullgenotyp, durch ein exzellentes Ansprechen auf 
die Rezidivchemotherapie aus (s. ). Bei Patienten, die nicht homozygot 
GSTP1*B/*B waren (GSTP1*A/*A oder GSTP1*A/*B) war die Remissionsrate jeweils nur 
ca. 80 %. Die Kaplan-Meier Kurve des pEFS von GSTP1*B/*B vs. non-*B/*B ist in 
 dargestellt. Der pEFS-Unterschied zwischen beiden Gruppen ist grenzgradig 
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Obwohl der GSTP1*B/*B-Genotyp häufiger bei TEL-AML1 und BCR-ABL positiven BVZ-
ALL-Erstrezidiven im Vergleich zur Gesamtzahl vertreten war GSTP1*B/*B (25 % und 29 














GSTP1*B/*B: N = 15, p = 0.51 
non *B/*B: N = 103, p = 0.23 
log-rank test: p = 0.07 
Abbildung 17: Kaplan Meier Kurve des ereignisfreien Überlebens (EFS) von 116 Kindern mit 
BVZ-ALL-Erstrezidiv nach GSTP1-Genotyp (ALL-REZ BFM).  
3.6.1.2 CYP1A1-Genotyp 
Bisher sind mehr als 37 Zytochrom P450 Familien mit mehr als 480 P450-Genen in Eukaryo-
ten und Prokaryoten gefunden wurden. Das Zytochrom P4501A1 (CYP1A1), ein Phase I En-
zym, ist in den Metabolismus aromatischer Xenobiotika involviert. Das CYP1A1-
Genprodukt, die aromatische Hydrocarbon-Hydroxylase (AHH), katalysiert den ersten Schritt 
im Stoffwechsel von polyzyklischen aromatischen Verbindungen. Es wird in verschiedenen 
Geweben, u.a. auch in Lymphozyten, exprimiert. Die teilweise hochreaktiven Metaboliten 
stehen im Verdacht, die Entstehung von Tumoren zu fördern oder unspezifische Zellschäden 
zu verursachen. 
Die Transition A4889G (Isoleucin/Valin-Austausch) konnte als Suszeptibilitätsfaktor malig-
ner Erkrankungen nachgewiesen werden.350,351 Diese im katalytisch aktiven Zentrum von 
CYP1A1 befindliche Mutation führt zu einer höheren Aktivität in Lymphozyten. Eine T→C 
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Transition (MspI-Polymorphismus, m1; CYP1A1*2A) in der 3’-flankierenden Region korre-
lierte in einer japanischen Studie mit einem höheren Lungenkarzinomrisiko, 352 was von ande-
ren jedoch nicht bestätigt werden konnte.353,354 Diese Beobachtungen können mit endemi-
schen Unterschieden zusammenhängen. Ein weiterer MspI-Polymorphismus (m3), der aus-
schließlich bei Schwarz-Afrikanern auftritt, wurde von Crofts et al. 355 beschrieben. Die T → 
C Transition ist in der 3’-UTR proximal der ersten MspI-Schnittstelle lokalisiert. Der Poly-
morphismus m3 wird kontrovers als Suszeptibiltätsfaktor diskutiert. 356-358 Eine vierte 
C4887A-Mutation, die zu einem Austausch von Asparagin gegen Threonin führt, wurde kürz-
lich von Cascorbi et al.359 entdeckt. Eine erhöhte Aktivität und CYP1A1-Induktion wurde für 
die Varianten CYP1A1*2A-*3 nachgewiesen.355,359-361 Die Frequenz von CYP1A1-Mutationen 
bei 880 unverwandten Kaukasiern war für m1 7.7 %, m2 2.7 % und m4 3 %.359 
3.6.1.2.1 CYP1A1 bei ALL-Rezidiven 
Die Responseraten der Patienten mit erstem BVZ-ALL-Rezidiv, die eine CYP1A1-
Wildtypkonstellation, und denen, die eine Allelmutante (CYP1A1-Variante) aufwiesen, sind 
signifikant unterschiedlich (83 % vs. 71 %; p = 0.03) (s.Abbildung 18). Sowohl im pEFS 
(pEFS = 0.28 vs. 0.07; p = 0.0068) als auch im Überleben (pSurvival = 0.31 vs. 0.06; p = 
0.0003) sind diese signifikant unterschiedlich (s. Abbildung 18). Diese Analysen bleiben auch 
signifikant, wenn BCR-ABL positive Leukämien ausgeschlossen werden bzw. wenn die Ana 
lyse unter Einschluss von T-Zell-Leukämien durchgeführt wird. Die BCR-ABL negativen Pa-
tienten (n = 98) mit CYP1A1-Wildtypgenotyp hatten ein Anprechen auf die Therapie von 85 
% (vs. 80 %) und eine pEFS von 0.35 (vs. 0.08; p = 0.01). Bei Einschluss aller ALL-
Immunphänotypen (n = 171) war die Response 77 % (n = 36) gegenüber 75 % (n = 135) und 
die pEFS = 0.25 gegenüber 0.07 (p = 0.03). Patienten mit einer CYP1A1-Allelmutante hatten 
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P = 0.0068 P = 0.0003
 
pEFS = 0.28 --- CYP1A1 wt/wt (n = 114) pSurvival = 0.31 
pEFS = 0.07  CYP1A1 variant (n = 31) pSurvival = 0.06 
Abbildung 18: Kaplan Meier Kurve der pEFS und der pSurvival von 145 Kindern mit BVZ-
ALL-Erstrezidiv nach CYP1A1-Genotyp (ALL-REZ BFM).  
3.6.1.2.2 Synergistische Wirkung von CYP1A1/GSTP1-Genotyp bei ALL-Rezidiv 
Die synergistische Wirkung von genetischen Polymorphismen auf die Effektivität, die Toxizi-
tät und den Therapieerfolg von Kindern mit erstem BVZ-ALL-Rezidiv, die entsprechend der 
multizentrischen Rezidivstudien ALL-REZ BFM behandelt worden, wird deutlich, wenn die 
Allelkonstellationen von CYP1A1 and GSTP1 zusammen betrachtet werden. Kinder mit 
CYP1A1-wt/GSTP1*B Genotyp hatten eine signifikant bessere pEFS als diejenigen mit 
CYP1A1-wt/GSTP1*A oder CYP1A1-v/GSTP1*A Genotyp[pEFS = 0.60 vs. 0.28 vs. 0.11; p = 
0.019] (s. Abbildung 19). Diese Daten zeigen, dass die DNA-Genotypisierung zur Individua-
lisierung der Therapie von Kindern mit ALL-Rezidiv beitragen können. Bei prätherapeuti-
scher Kenntnis der Genotypen wäre die Auswahl von geeigneteren Medikamenten und die 
Modifizierung der Medikamentendosierung möglich, um entsprechend effektivere und weni-
ger toxische chemotherapeutische Protokolle zu entwerfen.  
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CYP1A1-wt/GSTP1*B: N = 8, p = 0.75 
 
 
CYP1A1-wt/GSTP1*A: N = 52, p = 0.31 
 
CYP1A1-vt/GSTP1*A: N = 18, p = 0.11 
log-rank test p < 0.01 
 
Abbildung 19: Kaplan Meier Kurve des pEFS von 78 Kindern mit BVZ-ALL-Erstrezidiv nach 
CYP1A1/GSTP1-Genotyp (ALL-REZ BFM).  
3.6.2 Zusammenfassende Diskussion: Heriditäre Polymorphismen und ALL-Rezidiv 
GST-Polymorphismen und ALL  
Die Studien, die die Assoziation zwischen GST-Genotyp, Ätiologie und Heilungschancen von 
Kindern mit ALL-Ersterkrankungen untersuchten, haben teilweise sehr widersprüchliche Er-
gebnisse ergeben.346,348,362,363 Während das ALL-Risiko im Kindesalter bei kanadischen Kin-
dern mit bestimmten Genotypen von CYP1A1 und GSTM1,363 bei Afro-Amerikanern mit 
GSTM1 und GSTT1,364 sowie ein erhöhtes myelodysplastisches Syndrom (MDS)-Risiko mit 
GSTT1362 in Verbindung gebracht wurde, konnte dies in einer neuen Veröffentlichung der 
amerikanischen Children's Cancer Group (CCG) an einer großen Patientenzahl nicht bestätigt 
werden.348 Ebenso findet die CCG-Gruppe, im Gegensatz zur BFM-Fallkontrollstudie von 
Stanulla et al.,346 keine Assoziation zwischen GSTM1/GSTT1-Genotyp und dem Therapieer-
folg. Strenge match-Kriterien in der letztgenannten Analyse ergaben ein signifikant niedrige-
res Rezidivrisiko in Verbindung mit dem GSTM1- und GSTT1-Nullgenotyp. Die match-
Strategie bedingte jedoch den Einschluss nur einer beschränkten Patientenzahl in die Studie 
und führte dadurch ebenfalls zur Selektion eines bestimmten Subtyps in die Analyse (BVZ-
ALL, Standard/Intermediärrisiko). Die Ergebnisse können deshalb wahrscheinlich nicht auf 
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die ALL-Gesamtpopulation verallgemeinern. Möglich ist auch, dass der Einfluss des GST-
Genotyps in den verschiedenen Therapieprotokollen unterschiedlich ist. Ebenfalls lässt sich 
nicht ausschließen, ob diese differenten Ergebnisse auf populationsbedingte Unterschiede 
beruhen. Folglich könnte der GST-Genotyp die genetische Suszeptibilität, eine Leukämie zu 
entwickeln, oder die Auswirkung äußerer Einflüsse, die zur Leukämogenese beitragen, beein-
flussen. Die Analyse der CCG-Gruppe an einer großen Patientenzahl lässt jedoch keinen grö-
ßeren Effekt der GSTt-Genotypen auf die Suszeptibilität und auf den Therapieerfolg als wahr-
scheinlich erscheinen. Nichtsdestotrotz können die berichteten unterschiedlichen Therapieer-
gebnisse von Kindern mit ALL-Ersterkrankung bezüglich des Rezidivrisiko und des Überle-
ben auf die Verwendung von unterschiedlichen Therapieprotokollen zurückzuführen sein.  
Die Interaktion zwischen Medikamenten und GST-Enzymen ist vielfältig. Gewöhnlich hängt 
die Resistenz gegenüber Alkylantien nur selten von der erhöhten Expression des MDR1-Gens 
ab365,366 Die nicht-enzymatische oder die GST-katalysierte Glutathionkonjugation von Alky-
lantien steuert zur Entwicklung einer „Resistenz“ bei. Ende der achtziger Jahre wurde eine 
Erhöhung von zellulären GST- und/oder GSH-Spiegeln in Tumorzellen beobachtet. Es wird 
angenommen, dass dies eine Folge des durch die antineoplatische Therapie ausgelösten Se-
lektionsdrucks ist367,368 Während der letzten Jahre konnten ebenfalls die Glutathionyl-
Konjugate, vorwiegend von Alkylantien der Stickstoff-Lost-Gruppe und Thiotepa, charakteri-
siert werden. 369-371 Bisher ließ sich eine klare Assoziation zwischen der Katalyse der Bildung 
von Monoglutathionyl-Chlorambucil (GSCB) bzw. - Melphalan (GSM) durch GSTA1*1 und 
GSTM1*1 und in geringerem Maße GSTP1*1 herstellen372 Die katalytische Effizienz der 
GST-Enzyme der α-, µ- und π-Klasse wird durch konjugierte Glutathionprodukte (zwischen 
GSH und Fremdstoffen) inhibiert. Im Unterschied hierzu findet keine Hemmung der katalyti-
schen Aktivität der GSTT1-Klasse durch gebildete Konjugate statt373 
Bedeutung von GSTT-Enzymen in der Konjugationsreaktion mit Alkylantien 
GSTT1*1 katalysiert die Bildung von Monoglutathionyl-Verbindungen mit Thiotepa und 
Ifosfamid374 Bisher ist wenig über die Bedeutung von GSTT1 in Tumoren und die Entwick-
lung von Resistenzen bekannt. In neueren Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, 
dass der GSTT1-Polymorphismus einen Einfluss auf die Rate des Schwesterchromosomen-
austauschs (SCE) hat340,343,344 Aus diesen Untersuchungsergebnissen wird gefolgert, dass 
GSTT1 eine protektive Wirkung auf genotoxische Schäden ausübt. So könnte die Entgiftung 
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von Ethylenoxid, das endogen aus Ethylen gebildet wird, sowie von anderen Epoxid-
Verbindungen durch GSTT1 zu einer Verringerung der SCE-Rate beitragen.  
CYP1A1-Polymorphismus und ALL 
In der bislang einzigen Veröffentlichung über den Zusammenhang zwischen CYP1A1-
Polymorphismen und ALL wurde eine höhere Inzidenz des Polymorphismus m1 bei Kindern 
mit ALL, verglichen mit einer Kontrollgruppe, gefunden (19 % vs. 11 %).363 Während die 
Autoren ein erhöhtes Erkrankungsrisiko für Kinder mit dem Polymorphismus m1 fanden, 
konnte keine Assoziation mit weiteren CYP1A1-Polymorphismen nachweisen. Auf Grund der 
geringeren Inzidenz des Polymorphismus m4 unter den weiblichen ALL-Patienten verglichen 
mit der Kontrollgruppe (3 % vs. 13 %), wird eine geschlechtsspezifische Schutzfunktion die-
ses Allels postuliert. In derselben Arbeit wurde ein ebenfalls erhöhtes Risiko für Träger des 
GSTM1-Nullgenotyps gesehen. Das gleichzeitige Auftreten des CYP1A1-Genotyps mit dem 
GSTM1-Nullgenotyp erhöhte das Erkrankungsrisiko zusätzlich.363 
 97
Projekt 6: Hereditäre Polymorphismen 
Hereditäre Polymorphismen und ALL-Rezidive im Kindesalter 
Individuelle Unterschiede des Behandlungserfolgs von Kindern mit ALL-Rezidiv können 
zum Teil auf die pharmakogenetische Variabilität in der Bioaktivierung und Detoxifizierung 
von Medikamenten beruhen. Bei Kindern mit ALL-Rezidiv, die entsprechend der Therapie-
studie ALL-REZ BFM behandelt wurden, konnte eine signifikante Assoziation zwischen Ge-
notypkonstellation von Medikamenten-metabolisierenden Enzymsystemen und dem Anpre-
chen auf die Therapie bzw. pEFS/pSurvival gefunden werden. Kinder mit einem CYP1A1-
Wildtypgenotyp (n = 114) hatten im Vergleich zum varianten CYP1A1-Genotyp eine signifi-
kant bessere Responserate (83 % vs. 71 %; p = 0.03) und pEFS (0.28 vs. 0.07; p = 0.0068) 
sowie pSurvival (0.31 vs. 0.06; p = 0.0003). Signifikante Unterschiede des Anprechens auf 
die Therapie und des pEFS/pSurvival konnten ebenfalls für GSTT1 und GSTP1 gefunden 
werden. Neunzig Prozent der Patienten mit homozygotem GSTT1*0-Genotyp (n = 45) er-
reichten eine 2. CR, im Gegensatz zu 70 % bei Patienten mit mindestens einem GSTT1*1-
Allel (n = 165; p = 0.05). Beide Gruppen hatten deutlich unterschiedliche pEFS (0.31 vs. 
0.22; p = 0.04) und pSurvival (0.45 vs. 0.28; p = 0.01). Homozygot GSTP1*B-Patienten (n = 
13) zeigten analog ein besseres Anprechen auf die Therapie (100 % vs. 80 % (n = 103)) und 
ein höheres EFS ((pEFS = 0.51 vs. 0.23; p = 0.07). Die Inzidenz von homozygoter TPMT- 
bzw. CYP1A1-Defizienz war 0.9 % (1/109) bzw. 1.3 % (2/145). Weiterhin wurde eine hohe, 
z.T. signifikante Koinzidenz zwischen bestimmten genetischen Polymorphismen und Trans-
lokationsleukämien (TEL-AML1, BCR-ABL, E2A-Pbx1) gesehen, die einen kausalen Zusam-
menhang vermuten lassen.  
Die Assoziation einer signifikant besseren pEFS/pSurvival von Kindern mit ALL-Rezidiv, die 
einen homozygoten CYP1A1-Wildtypgenotyp aufweisen, im Vergleich zu denen mit varian-
tem CYP1A1-Genstatus, lässt annehmen, dass eine schnellere Detoxifizierung des Medika-
ments sich nachteilig auf die Responserate und dem Überleben auswirkt. Andererseits erhöht 
eine fehlende (z.B. homozygot GSTT1*0) bzw. langsamere Detoxifizierung (z.B. homozygot 
GSTP1*B) durch Enzyme der Phase II und dadurch bedingte höhere Zytostatikawirkspiegel 
und –dauer zwar die Toxizität gleichzeitig aber auch die pEFS und pSurvival. Die Kenntnis 
über die genetischen Parameter zum Zeitpunkt der Diagnose, die eine Variabilität der anti-
neoplastischen Wirkung von Zytostatika mit sich bringen können, könnte zur Planung von 
sichereren und effektiveren Behandlungsregimen für Kinder mit ALL beitragen.  
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4 AUSBLICK: ALL-REZIDIVE IM KINDESALTER  
Trotz der beeindruckenden Langzeitheilungschancen von Kindern mit ALL, die durch ge-
genwärtig angewandte, risikoadaptierte Chemotherapieprotokolle erreicht werden, erleidet ein 
Viertel von ihnen ein Rezidiv. Damit sind ALL-Rezidive die vierthäufigste Diagnosegruppe 
neoplastischer Erkrankungen im Kindesalter. Für Kinder mit einem ALL-Rezidiv liegen die 
Gesamtbehandlungserfolge nur bei etwa 35 %. Diese Gesamtheilungsraten verhüllen auch, 
dass die Heilungschancen in Abhängigkeit des biologischen ALL-Subtyps sehr variieren. Die 
neuen molekularen Erkenntnisse über die der Erkrankung zugrunde liegenden Biologie haben 
unser Wissen über die Leukämogenese erheblich erweitert. Es ist abzusehen, dass die Be-
handlung der ALL durch die Einführung von neuen biologiebasierten Therapien verbessert 
werden wird. Zu nennen ist die Entwicklung von Molekülen oder synthetischen Proteinen, die 
gezielt Gene an- oder ausschalten bzw. Proteine inhibieren, deren Expression/Aktivität bei 
Leukämien verändet sind. 
Seit langem ist bekannt, dass die ALL im Kindesalter eine heterogene Erkrankung ist. Einzel-
ne Leukämiesubgruppen lassen sich durch ihre Unterschiede in der Genexpression und der 
Antigenpräsentation definieren, die unterschiedliche Zelltypen und die den Differenzierungs-
status der Leukämiezellen wiedergeben. Eine weitere Unterteilung kann durch die Identifizie-
rung von chomosomalen und genetischen Veränderungen in Leukämiezellen erfolgen. Diese 
schließen sowohl chromosomale Translokationen, d. h. den Austausch von großen DNA-
Anteilen zwischen Chromosomen und der Bildung von chimären oder Fusionsgenen (an der 
Verbindungsstelle), Veränderungen der Chromosomenzahl (Hypo-; Hyperploidie) als auch 
Gendeletionen und Punktmutationen ein. Neben dieser biologischen Vielfalt ist das Auftreten 
von bestimmten ALL-Untergruppen altersabhängig. Dies könnte möglicherweise die erhebli-
chen Unterschiede der Heilungschancen zwischen den ALL im Säuglingsalter, im Kindes- 
und im Erwachsenenalter erklären. Einige dieser molekularen Veränderungen sind von unab-
hängiger prognostischer Signifikanz. 
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Wie wir zeigen konnten, liefert heute bereits der Nachweis oder das Fehlen bestimmter gene-
tischer Besonderheiten in Leukämiezellen beim ALL-Rezidiv, wie z.B. chromosomale Trans-
lokationen und/oder der daraus resultierenden Fusionstranskripte (BCR-ABL, TEL-AML1, 
MLL-AF4, E2A-PBX1) wesentliche Informationen über die Prognose. Dies ermöglicht eine 
individuellere Anpassung der Therapieintensität. Unsere Daten ergaben weiterhin, dass eine 
frühzeitige und zuverlässigere Abschätzung des (Folge-) Rezidivrisikos beim ALL-Rezidiv 
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durch die Messung des molekularen Ansprechens auf die Therapie mit dem molekulargeneti-
schen Nachweis leukämischer Restzellen (MRD) möglich ist. Unter dem Aspekt, dass bei der 
Rezidivbehandlung u.U. wesentlich risikoreichere, mit einer hohen Akut- und Spättoxizität 
behaftete Therapieverfahren eingesetzt werden müssen, ist bei Kindern mit einem ALL-
Rezidiv die möglichst sichere Abschätzung der Wahrscheinlichkeit für das Auftreten eines 
Folgerezidivs zur Therapieplanung und Risikoabwägung besonders bedeutsam. 
Die vollständige Aufklärung der komplexen Prozesse, die während des Übergangs vom nor-
malen ins leukämische Zellwachstum stattfinden, benötigt eine globale und systematische 
Vorgehensweise. Erst durch die Sequenzierung des humanen Genoms sowie durch den tech-
nologischen Fortschritt in den molekularen Verfahren und in der Bioinformatik, die die Er-
zeugung und Verarbeitung von großen Datenmengen ermöglichen können, könnten die kom-
plexen Mechanismen, die zur Entstehung einer Leukämie beitragen, aufgeklärt werden. Ob-
wohl die Genomik erst in ihren Anfängen steckt, konnten durch die Identifizierung und die 
Charakterisierung von einzelnen Genen und Genexpressionsmustern bereits wichtige Er-
kenntnisse gewonnen werden, wodurch sich die (prä-) malignen von den normalen Zellen 
unterscheiden. In einigen Jahren dürfte die Mehrheit der genetischen Läsionen und Unter-
schiede, die für eine Neoplasie spezifisch bzw. mit dieser assoziiert sind, durch die weitere 
Verbesserung molekularzytogenetischer Methoden wie die SKY (spectral kariotyping) und 
M-FISH (multicolor fluoressence hybridization) sowie CGH- (comparative genome hybridi-
zation) erkannt werden. Ebenfalls könnten dann durch die microarray-Technologie für die 
verschiedenen neoplastischen Erkrankungen charakteristische Expressionsprofile (Signatu-
ren) vorhanden sein, die zusammen mit der SNP-Technologie (single nucleotide poly-
morphisms) eine möglichst umfassende Charakterisierung des malignen Genoms erlauben.  
Aus diesen enormen Datenmengen dürften Informationen über die Hoch- oder Herunterregu-
lierung von Genen (Transcriptom) und Proteinen (Proteom) sowie der Protein-Protein-
Interaktion (Interactom) erhältlich sein, die im Zusammenhang mit der onkogenen Aktivität 
verschiedener biologischer Prozesse stehen. Der größte Vorteil der Genomik und Proteomik 
für die Behandlung von Patienten mit einer ALL könnte in der Individualisierung der Diagno-
se und Therapie zu sehen sein. Die genaue Beschreibung einzelner und individueller Variati-
onen würde neben der Wahl geeigneter erkrankungsspezifischer Medikamente eine effektive-
re Medikamentendosierung und eine zuverlässige Voraussage über den Therapieerfolg er-
möglichen. Die Identifizierung von leukämieassoziierten genetischen Veränderungen werden 
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nicht mehr der begrenzende Faktor in der Forschung sein. Ein limitierender Faktor wird die 
Möglichkeit der in vivo Bestimmung (in einem relevanten physiologischen Zusammenhang) 
der relativen Bedeutung der verschiedenen transkriptionellen Ereignisse in der Leukämogene-
se sein. Dieser Schritt ist jedoch zur Identifizierung von molekularen Strukturen von größter 
Bedeutung, die ein gezieltes therapeutisches Eingreifen ermöglichen. Im Einzelnen gilt es, 
das onkogene Potential einer aberranten Transkriptionsfaktorexpression/-aktivität in der Tu-
morpathogenese und die transkriptionelle Konsequenz von spezifischen aberranten Transkrip-
tionsfaktoren aufzuklären sowie die Bedeutung eines spezifischen transkriptionellen Ereignis-
ses für die onkogene Aktivität zu validieren.  
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